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Abstrakt

Béhem padesatych az sedmdesatych let bylo prokdzéno védeckymi skupinami, ze kozni
bariéra je situovana ve stratum corneum a urcuji ji lipidy v extracelularnich prostorech této
vrstvy. Podstatou bariérové funkce je jedine¢né chemické slozeni a strukturni usporadani
jednotlivych slozek lipidové matrix. Hlavnimi slozkami lipidové matrix jsou ceramidy,
cholesterol a mastné kyseliny. Béhem poslednich 30 let bylo navrzeno n¢kolik teoretickych
modeli, které vystihuji strukturu a funkci kozni bariéry. Teoreticky model by nasel své
uplatnéni pii experimentalnich studiich zabyvajicich se onemocnénim kize, permeabilitou
ktze, topickym podavanim Ié¢iv, ochranou kiize atd. Kone¢ny model vSak stale nebyl nalezen
a hleda se odpoveéd’ na klicové otazky, zda je lipidova matrix tvofena jednotnou gelovou fazi
anebo zda se jedna o koexistenci krystalické a gelové faze a je-li pfitomna samostatna faze
kapalnych krystalt.

V této praci vyuzivame diferencni skenovaci kalorimetrii (DSC) k analyze cholesterolu,
syntetického ceramidu a smeési cholesterolu, syntetického ceramidu a kyseliny olejové.
Abychom se mohli zaméfit na tlohu jednotlivych slozek, pouzili jsme zjednodusené in vitro
pripravené modely a soustiedili jsme se na zptisob a podminky piipravy vzorku a jeho fazové
chovani.

Cilem prace je najit nejvhodnéj$i podminky pro pfipravu homogennich a zcela
hydratovanych smési, dale vyhodnoceni chovéani vzniklych smési pomoci DSC a zachyceni
jejich makroskopického a mikroskopického vzhledu v pribéhu jednotlivych cykl hydratace.

Abstract

From the 50s to the 70s it has been shown that the human skin barrier primarily is located
at the extracellular lipid matrix of stratum corneum. The barrier capacity is a function of the
physical state and structural organization of extracellular lipid matrix. The lipid matrix is
essentially composed of very long chain saturated ceramides, cholesterol and free fatty acids.
Since then several models for the structure and function of the mammalien skin barrier have
been proposed, but some main unsolved problems with respect to lipid organization still exit.
Whether the extracellular lipid matrix is constituted by single gel-phase or if there is a
coexistence of several crystalline (solid) and gel-phases, whether a separate fluid phase is
present? Such a theoretical model may provide for a rational design of experimental studies
on skin diseases, skin permeability, topical drug administration, skin protection, etc.

In this work we are using differential scanning calorimetry (DSC) to analyse the
thermotropic phase behavior of cholesterol, synthetic ceramid and in vitro prepared mixtures
composed of cholesterol, synthetic ceramid and oleic acid. We are using simplified models
and we focus on the sample preparation method and on the effects of substances on the phase
behaviour of the model.

The aim of this work is to find the most suitable conditions of the preparation of
homogeneous and fully hydratred mixtures, to investigate the thermotropic phase behaviour
of the samples by DSC and monitoring the samples by the light microscopy.
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1. UVOD

Béhem padesatych az sedmdesatych let bylo prokdzano mnohymi védeckymi
skupinami, ze kozZni bariéra je situovana ve stratum corneum (rohova vrstva) a urcuji ji lipidy
V intercelularnich prostorech této vrstvy. Od té doby se postupné vyviji pohled na vytvoreni
teoretick¢ho modelu, ktery by vystihoval strukturu a funkci kozni bariéry.

K bliz§imu poznani vlastnosti a struktury tuhych latek lze vyuzit metody termické
analyzy. Termickd analyza je soubor poCetnych metod zalozenych na méfeni zmén urcité
fyzikalni vlastnosti latky pfi zménéch teploty. Podle pouzité techniky nebo méfené fyzikalni
vlastnosti je 1ze rozdélit na diferen¢ni termickou analyzu, diferencni skenovaci kalorimetrii,
termogravimetrii, termochemickou analyzu.

V diplomové praci Termélni analyza interakci epidermalnich lipida I, jsme ovéfili, ze
diferenc¢ni skenovaci kalorimetrie ( DSC ) je vhodnou a sensitivni metodou pro monitorovani
strukturnich zmén ve vodnych disperzich lipidi, vyhodou této metody je jeji rychlost a
spotfeba velmi malého mnozstvi vzorku. V této navazujici rigordzni praci vyuzivame DSC
k analyze jednotlivych slozek intercelularniho prostoru rohové vrstvy, a to cholesterolu,
ceramidu, mastnych kyselin a jejich smési.

Abychom eliminovali interindividudlni vlastnosti zivé tkdn¢ a mohli se tak zaméfit na
ulohu jednotlivych slozek, pouzili jsme zjednodusené in vitro vytvofené modely pomoci
syntetického ceramidu, cholesterolu a kyseliny olejové. Nebot' nezalezi pouze na slozeni
sm¢si, ale klicovou roli hraji podminky zvolené pii piipraveé vzorkda.

Cilem této prace je nalézt nejvhodnéj$i podminky pro piipravu homogennich a
hydratovanych smési, dale vyhodnoceni chovani vzniklych smési pomoci DSC a zachyceni
jejich makroskopického a mikroskopického vzhledu v pribéhu jednotlivych cykli hydratace.



2. TEORETICKA CAST

2.1 Stavba a funkce stratum corneum

Hlavni funkci kize je chranit organismus proti vn&j$im vlivim prostiedi. Stratum
corneum (rohova vrstva) je nejsvrchnéjsi vrstvou kiize a je zodpovédna za jeji bariérovou
funkci. Podstatou chovani rohové vrstvy je jeji jedineCné chemické slozeni a uspotradani
jednotlivych slozek. !

Rohova vrstva je tvofena plochymi, do sebe zapadajicimi buiikami vyplnénymi kreatinem
(korneocyty) a intercelularni lipidovou matrix. Hlavnimi slozkami lipidové matrix jsou
ceramidy (50%), cholesterol (25%) a mastné kyseliny (10%). Pro hlubsi pochopeni bariérové
funkce kize je nutné znat strukturu a vzajemné uspoiadani slozek extracelularni lipidové
matrix.>** Stale se hledd odpovéd’ na kliGové otazky , zda je lipidovd matrix tvofena
jednotnou gelovou fazi anebo zda se jedna o koexistenci krystalické a gelové faze a je-li
pFitomna samostatna faze kapalnych krystald.’

2.2 Pevné latky
2.2.1 Vnitini struktura pevnych latek

Pevné latky jsou tvarove stalé, jestlize na né neptisobi vnéjsi sily. Stavebnimi ¢asticemi
vnitini struktury pevnych latek mohou byt molekuly, ionty, urcitd seskupeni atomu a nékdy i
jednotlivé atomy, podle chemické povahy piislusné latky. Castice pevné latky jsou vazany ve
svych fixnich polohéach, kolem kterych vykondvaji kmitavy pohyb, na rozdil od kapalin se
tyto rovnovazné polohy nepfemist'uji a vymeéna mista se sousedni ¢astici nastava u pevnych
latek jen vyjimecné.

Podle usporadani ¢astic mizeme pevné latky rozdélit na dveé odlisné skupiny, a to na
krystalické a amorfni. Krystalické latky jsou charakterizovany pravidelnym, periodicky se
opakujicim uspofaddnim stavebnich jednotek, z nichZ jsou sloZeny. Struktura krystalu je tak
ur¢end zakladni jednotkou vzoru, nazyvanou jednotkova buiika, jejiz periodické opakovani ve
tiech rozmeérech tvoii krystalovou miizku.

Krystaly jsou az na vyjimky anizotropni. Pojmem anizotropni rozumime vlastnosti, které¢
zéavisi na sméru , podél n¢hoz je métime. Dale se krystaly vyznacuji ostrou teplotou tani, tim
ostiej$i, ¢im jsou krystaly méné naruSené a ¢im je piislusna krystalicka latka chemicky Cistsi.
ZvySovanim teploty roste amplituda oscilaci a kinetickd energie vSech stavebnich c¢astic,
protoze krystalicka miizka je uniformni a stavebni jednotky jsou zde fixovany stejné pevneé,
zhrouti se celd miiZka najednou pfi teploté tani. Krystalicka latka se tanim zméni na kapalinu.

Vétsina organickych sloucenin tvofi molekularni krystaly. Molekuly jsou v Krystalu
vazany piitazlivymi silami, jejichz velikost je mala ve srovnani s ostatnimi typy vazeb



(iontova, kovalentni, kovova vazba). Slaba vazba je divodem, pro¢ maji molekularni krystaly
nizky bod tani. Krystaly iontovych organickych kyselin a zasad mivaji vyssi teploty tani.
Anorganické slouceniny se vyznacuji pfedevSim iontovymi krystaly S vysokymi teplotami
tani.

Amorfni latky nemaji pravidelnou krystalickou strukturu, uspotfadani castic je v téchto
latkach nahodné. Urcité zakonitosti existuji pouze v polohdch navzijem sousedicich atomi.
Amorfni latky jsou povazovany za izotropni, tj. maji ve vSech smérech stejné fyzikalni
vlastnosti. Pii zahfivani amorfni latky postupné méknou, az do teploty, kdy se rozpusti, jejich
bod tani je neostr}'/.6

2.2.2 Krystalova miizka

Krystalova miizka je podle idealizované geometrické piedstavy soubor bodu pravidelné
rozmisténych v prostoru. Spojenim téchto bodi vznikne sit’ pfimek, ktera rozlozi prostor na
rovnobéznostény, oznacované jako elementarni buiky, coz jsou nejmensi Casti krystalové
miizky. Elementarni buiika popisuje strukturu krystalu ¢isté geometricky, bez ohledu na to,
jakym druhem vazeb se krystalickd mtizka udrzuje pohromadé. Elementarni bunikou se tedy
popisuji krystaly vSech druhti, a to molekulové, iontové, atomové, krystaly s kovovou vazbou
i vrstevnaté krystaly. Existuje 14 zakladnich prostorovych miizek, které se podle autora jejich
prvniho odvozeni nazyvaji Bravaisovy miizky. Bravaisovy miizky délime na zaklad¢ jejich
symetrie do sedmi krystalografickych soustav. Symetrii objektu popisujeme grupou operaci
symetrie. Pfi popisu bodové symetrie vnéjSich krystalovych tvar se uplatiiuje celkem 32

krystalografickych bodovych grup neboli krystalografickych odd&leni soumé&rnosti.®

2.2.3 Kapalné krystaly

Kapalné krystaly predstavuji stav hmoty mezi anizotropni pevnou fazi a izotropni
kapalnou fazi (obr.1), byly objeveny v roce 1888 botanikem Friedrichem Reinitzerem
pusobicim na némecké Casti Karlovy univerzity. Vyzkum v oblasti kapalnych krystali prosel
V uplynulych letech rychlym vyvojem.

Tvorba kapalné-krystalickych fazi v organickych molekulach je projevem spontdnniho
uspotfadavani indukované tvarem téchto molekul, sniZzenim jejich symetrie a specifickymi
interakcemi mezi nimi (tzv. segregace mikrobazi). Pro samoskladbu existuje mnoho pf#icin,

avSak molekularni princip je vzdy jednoduchy: anizotropni nebo amfifilni molekuly vytvareji



jednoduché stavebni bloky, které dostacuji k vybudovani supramolekuldrnich systémau.
Kapalné-krystalicky agregatni stav systému reprezentuje kombinaci vlastnosti jak krystalické
latky (optickd a elektrickd anizotropie, uspotfadanost) tak kapalné faze (molekularni mobilita),
proto je oznaCovan jako mezomorfni faze zkracené mezofaze.

Kapalné krystaly mizeme rozdé€lit na dvé zakladni skupiny: thermotropni a lyotropni.
Vznik i1 zénik mezofazi v thermotropnich kapalnych krystalech cisté latky nastava pouhou
zménou teploty a stabilita mezofazi se pohybuje v urcité teplotni oblasti. Lyotropni kapalné
krystaly se skladaji z amfifilnich molekul rozpusténych ve vhodném rozpoustédle (obvykle ve
vod¢€) a tvorba mezofazi je fizena koncentraci.’

Podle strukturniho uspofadani se rozliSuje nekolik druhi kapalnych krystal, vyznamné
jsou zejména smekticky a nematicky stav. Smekticky stav vytvareji tyCinkovité molekuly,
seskupujici se paralelné¢ do dobfe definovanych rovinnych vrstev, jejichz tlouStka odpovida
délce molekul. Pfi toku se jednotlivé vrstvy po sob& posouvaji a molekuly zistavaji
orientovany pfi¢n€ na smér toku. Nematicky stav vytvareji ty¢inkovité molekuly bez bo¢ni

soudrznosti, takze nevznikaji vrstvy, ale molekuly se orientuji ve vlaknité svazky a pii toku
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Obr.1 Kapalné krystaly ptedstavuji stav hmoty mezi krystalickou pevnou fazi a izotropni
kapalnou fazi.®
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Obr.2 Zahtivanim krystalu dochazi k postupnému rozvolfovani krystalové miizky. Pokud
jsou lateralni mezimolekulové pfitazlivé sily siln€j$i neZ pfitazlivé sily terminalnich fetézct,
dojde pfi ohtati (T1) K jejich preruSeni a vznikaji smektické mezofaze. Pti dalsim rustu teploty
(T3) vznika vrstevnata struktura, ve které jiz nejsou vrstvy dokonale definovany. Dalsi
zvyseni teploty (T4) vede ke vzniku nematické faze, kterd mé jen orientacni usporadani. Pti

ztraté orienta¢niho uspotadani (Ts) vznikne izotropni kapalina.7

2.2.4 Polymorfie

Nékteré chemické latky maji schopnost vytvoftit vlivem vnéjsich faktoru (teploty, tlaku) a

podminek krystalizace tuhé soustavy s riiznym vnitinim uspotadanim. V piipadé sloucenin
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hovofime o polymorfii a jednotlivé formy, v nichZz se sloucenina v tuhém skupenstvi
vyskytuje, jsou polymorfni modifikace této slouceniny. Zménami teploty a tlaku mohou
polymorfni modifikace ptfechdzet jedna na druhou. Polymorfni pfemény, které mohou
probihat obousmérn¢, nazyvame enantiotropni. Pfemény, které za danych podminek probihaji
jen v jednom sméru, nazyvame monotropni.

Pojem polymorfie sloucenin se vztahuje vylucné na vnitini uspotfaddani stavebnich Castic
Vv tuhém skupenstvi, zejména molekul a iontl, vnéjsi tvar krystalll neni proto jednoznacnym
kritériem polymorfie. Pokud jsou do struktury zabudovany i molekuly solventu (nejcastéji
vody), hovoiime o solvatech nebo jsou pro tyto formy pouzivany i jiné pojmy- solvatomorfy,
pseudopolymorfy.®®

Odlisné modifikace polymorfni slouceniny se mohou zna¢né liSit chemickymi,
fyzikalnimi 1 biologickymi vlastnostmi. Metody termalni analyzy, napf. diferen¢ni skenovaci
kalorimetrie (DSC), jsou jednou z metod vhodnych k rozliSeni a stanoveni jednotlivych
polymorfi.

Razné polymorfni modifikace téze slouceniny se vzhledem k rozdilnému stavu vnitiniho
uspofadani vyznacuji také rozdilnou vnitini energii. U molekulovych sloucenin vyplyvaji
energetické rozdily pfedev§im z rozliénych interakci van der Walsovymi silami, pfi rizné
vzajemné vzdalenosti a orientaci molekul. Polymorfni modifikace latek schopnych vytvaret
mezimolekulové vodikové mustky , se Casto lisi pravé geometrickym uspofadanim a energii
téchto vazeb.

Podle odlisného obsahu energie maji polymorfni modifikace téZe slouceniny také
rozdilnou termodynamickou stabilitu a povazuji se za navzajem rizné faze v daném systému.

Zména krystalické modifikace je tedy fazovou pfeménou.6

2.3 Cholesterol

2.3.1 Cholesterol a jeho chemicka struktura

Cholesterol se fadi mezi steroidy, jejichZz zakladni skelet tvofi tetracylicky uhlovodik
steran.Vyskytuje se ve vSech zivoCiSnych tkanich. Je soucasti membran piedevSim
zivo€iSnych buné€k a zaroven je prekurzorem pro biosyntézu dalSich biologicky vyznamnych
steroidd jako jsou Zlucové kyseliny, pohlavni hormony a vitamin D. Cholesterol je ve vodé

prakticky nerozpustny, neobsazena OH skupina umoznuje jeho interakci s vodou,'%**
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Obr.3 Struktura cholesterolu*

2.3.2 Fazové chovani cholesterolu

K bliz§imu poznani vlastnosti a struktury tuhych latek lze vyuzit metod termické analyzy.
Napriklad diferen¢ni skenovaci kalorimetrie (DSC) je vhodnou metodou pro monitorovani
strukturnich zmén ve vodnych disperzich lipidu, vyhodou této metody je jeji rychlost a
spotfeba velmi malého mnoZzstvi vzorku.> 13

Pomoci DSC bylo zjisténo, ze thermotropni fdzové chovani bezvodého cholesterolu se
znacné 1i8i od cholesterolu monohydratu. Na DSC zaznamech bezvodého cholesterolu jsou
viditelné dva enantiotropni prechody: polymorfni krystalickd pfeména pii 39°C a pfeména
Z krystalické na kapalnou fazi pti 151°C. Zatimco v uzavieném systému cholesterolu
monohydratu a vody se na DSC zdznamech objevuji tfi reverzibilni endotermni pfechody a to
pii teploté 86, 123 al57 °C 1P

Cholesterol monohydrat ztraci vodu a ptechazi polymorfni pfeménou na bezvody
cholesterol pfi teploté 86 °C. K opétovné re-hydrataci cholesterolu dochazi nejdiive za 24
hodin pfi pokojové teploté (22 °C). Pomér hydratace zavisi pfedev§im na polymorfni
krystalické formé bezvodého cholesterolu a teplotnich podminkz’lch.m'16

Pti teploté 123 °C dochazi k ostrému pfechodu bezvodého krystalického cholesterolu
Vv pfitomnosti nadbytku vody na fazi kapalnych krystalt ve smektickém stavu. Faze kapalnych
krystald je stabilni v teplotnim rozmezi od 123 do 157 °C, potom dochézi k tani a vytvaii se
kapalina. Vyskyt faze kapalnych krystald hydratovaného cholesterolu by vysvétloval vysokou
povrchovou aktivitu a moznost existence vysoké koncentrace cholesterolu Vv biologickych
membranach. 1718
Cholesterol je jednou z dilezitych komponent obsazenych v intercelularnich prostorech

stratum corneum a hraje klicovou ulohu pfi zabezpeceni bariérové funkce kiize. Cholesterol

y 7 oqe .
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Obr.4 DSC zdznam bezvodého cholesterolu, mé&feno rychlosti 5 °C/min ™

Obr.5 Srovnani DSC zaznaml prvniho a druhého ohievu cholesterolu monohydratu a

zéznamu krystalického bezvodého cholesterolu ve vodé , méfeno rychlosti 5 °C/min **

13



160 °C 25 °C

Obr.6 Porovnani zmén na mikroskopickych snimcich cholesterolu monohydratu ve vodé
s ménici se teplotou. Jednd se o snimky stejného pole preparatu, zvétSeni 100x. Vlevo nahote
- krystaly cholesterolu monohydratu, zkiizené nikoly, vlevo dole — kapky rozpusténého
cholesterolu, pfimé svétlo, vpravo nahote - kapalné krystaly cholesterolu, zktizené nikoly,
vpravo dole — kapalné krystaly cholesterolu, zkiizené nikoly s vlozenym kompenzatorem,

znamka dvojlomu + **

2.4 \Voda

Za normalnich okolnosti je stratum corneum relativné sucha tkan, obsahuje okolo 20%
vody (m/m).? DileZitou ulohou vody ve stratum corneum je spoluidast na mnoha
hydrolytickych enzymatickych procesech, které umoziiuji normalni deskvamaci. Voda dale
vytvaii prostfedi pro vznik pfirozené zvlhcujicich faktort, coz jsou ve vodé rozpustné latky
uloZené v korneocytech, patii mezi n¢ aminokyseliny a jejich derivaty, mocovina, laktamy aj.3

VétSina vody je obsazena v korneocytech, zatimco v intercelularnich lameléch je stav
hydratace pomérné nizky. ZvySeni hydratace stratum corneum nad 30-40% zpUsobi
nabobtnani korneocytii a dochazi tak ke zmen3eni bariérové funkce kiize.*

Klesne-li obsah vody v rohové vrstvé pod 10%, stava se tato vrstva kiehkou, snadno
lomivou a umoznuje prostup drazdidel (mydlo,saponaty aj.). Jestlize chemické drazdéni
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dosahuje az k malpigické vrstvé (spolecné oznaceni pro stratum basale a spinosumzo)
epidermis, dojde k ovlivnéni dozravani bun¢k, keratinizace se stava abnormalni a vysledkem
je ménécenna rohova vrstva. Hydratace je tedy jeden z dilezitych faktori, ktery ovliviiuje
integritu kozni bariéry.”

Diferen¢ni skenovaci kalorimetrie byla pouzita jako vhodna a senzitivni metoda pro
vyhodnoceni stavu hydratace stratum corneum. DSC termogram byl analyzovan na zékladé
mnozstvi vdzané vody a teploty tani vody ve stratum corneum. Vysledkem bylo zjisténi , Ze
20-30% vody obsazené ve stratum corneum je voda vazana, ktera silné interaguje s lipidy
nebo proteiny ve stratum corneum. Zbyvajici voda je volnd a vytvaii prostfedi ve vodé
rozpustnym latkam, jako jsou aminokyseliny, mo¢ovina aj.”*

Vime, zZe systémy lipid-voda vykazuji polymorfni chovani. Poc¢et molekul vody vdzané na
molekulu lipidu, zavisi na typu lipidu a soucasné na fazovém stavu, ve kterém se systém lipid-
voda nachazi. RozliSujeme dva typy vody vdzané, a to mrznouci a nemrznouci.

Nemrznouci interlamelarni voda je pevné vazana na molekuly lipidu a i pfi ochlazeni
smési na extrémné nizké teploty nedojde k vytvoreni ledu.

Zatimco mrznouci interlamelarni voda interaguje s molekulami lipidu slabé&ji @ ma tedy
dostate¢ny prostor pro vytvoreni ledu pii zchlazeni smési. Na DSC grafech u ni nalezneme
charakteristicky tahly endotermni pik v teplotnim rozmezi od -40°C do 0°C, jedna se o
pfeménu led-voda.

Tretim typem Vv systému lipid-voda jsou molekuly vody volné, které se nachazi mimo
lipidové dvojvrstvy. Na DSC grafech je tato pfeména led-voda viditelna, jako ostry

endotermni pik pii 0°C. 224 % %

2.5 Ceramidy

Hlavni slozkou bariérovych lipidii ve stratum corneum jsou ceramidy. Ceramidy tvoii
(posledni byl popsan v roce 2003), lisicich se stavbou polarni hlavy a primérnou délkou
fetézcl (0br.7). Zakladem molekuly ceramidu je bazicky alkohol, kterym muze byt sfingozin,
fytosfingozin nebo 6-hydroxysfingozin (obr.8). Na jejich primarni aminoskupinu v poloze 2
se amidicky vaze mastna kyselina, ktera mtize v poloze a nebo ® obsahovat hydroxyskupinu.
Délka mastné kyseliny je 16-34 uhlikii Vv w-hydroxylovanych ceramidech, nejcastéji se
vyskytuji kyseliny obsahujici 24 uhlikt. Zv1ast’ vyznamné jsou tii typy ceramidd (jedna se o
ceramid 1, ceramid 4 a ceramid 9) %', které obsahuji w-hydroxykyselinu o délce piiblizng 30
uhlikli, na jejiz koncovy hydroxyl se estericky vaze esencidlni mastna kyselina, kyselina
linolova. Tento typ ceramidu tvoii jakousi matrici, okolo které se organizuji ostatni ceramidy ,
ve kterych jsou obsazeny kyseliny s 20 — 24 uhliky.

Obecné molekula ceramidu obsahuje polarni hlavu a dva hydrofobni fetézce, podobné
jako fosfolipidy. Na rozdil od fosfolipidi, tvoficich bézné bunééné membrany, je vSak polarni
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hlava ceramidi vyrazné mensi, coz umoznuje t€snéjsi uspoiradani téchto lipida v lamele.
Ceramidy maji navic podstatn¢ delsi hydrofobni fetézce, a proto nevytvaieji dvojvrstvy, ale
nekolikavrstvé, vzajemné propojené lamelarni struktury. Tyto strukturalni znaky vysvétluji,
pro¢ je propustnost ceramidovych lamel tisickrat niz$i, nez je tomu u fosfolipidovych
dvojvrstev (obr.9).%

Ester-linked m-thxy fatty acids

CERQN\/\/\/\/\/H;NI\OH
OH

Amide-linked a-hydroxy fatty acids
H
W\/W\/\N\/\/\ﬁfo
H-N
OH

Amide-linked non-hydroxy fatty acids

Ny

\/\N\/\/\/\/\/\N\/\fo

H-N OoH

OH

OH

Obr.7. Struktury ceramidu, které jsou hlavni slozkou bariérovych lipidi ve stratum corneum u

W11 29
¢lovéka
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Obr.8 Struktura sfingosinu, fytosfingosinu a 6-hydroxysfingosinu *

Ceramidy e, Fosfolipidy

HO P .

HO A A AAAAS

HO H 0
O&/\/\/\/\/\/\N\N\/\/W‘O’\/W\MM

Fosfolipidove
dvojvrstvy

Ceramidove lamely v SC

Obr. 9. Srovnani struktur ceramidu a fosfolipidi a jejich uspofadani v lamelach.?

Vyznamnou slozkou lamelarnich granuli je acylglukosylceramid. AcylGlcCer je po
uvolnéni obsahu granuli deglukozylovan a vznika z néj acylceramid (ceramid 1), ktery hraje
kli¢ovou roli v organizaci intercelularni lipidové matrix ve stratum corneum. Kovalentné se
véaze na vn&jsi stranu korneocytarni obalky a vytvaii templat pro dalsi uspotadani ceramidd
(obr. 10).

Ceramid 1 je jednim ze tii ceramidli obsahujich m-hydroxykyselinu o délce piiblizné 30
uhlikii, na jejiz koncovy hydroxyl je estericky navazana kyselina linolova. Nedostatek této
esencidlni mastné kyseliny je pfi¢inou Spatné bariérové funkce kiize. M4 vliv na biofyzikalni
vlastnosti lamel ve stratum corneum a tim zvysuje propustnost vody.®
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Obr.10 Struktura acylglukosylceramidu, ceramidu 1 a w-hydroxyceramidu.’

2.6 Struktura koZzni bariéry
2.6.1 Teoretické modely kozni bariéry

Béhem padesatych az sedmdesatych let védci ve svych studiich prokazali, ze kozni
bariéra je situovana ve stratum corneum a urcuji ji lipidy v intercelularnich prostorech této
vrstvy. Od té doby se postupné vyviji pohled na vytvofeni teoretického modelu, ktery by
vystihoval strukturu a funkci kozni bariéry.31

Prvni navrhovany model je nazyvan jako ,.cihly a malta®, kde korneocyty reprezentuji
»cihly* a lipidovd matrix v mezibunécnych prostorech ,maltu“.*** Soudrznost je navic
zajisténa desmosomy, takové usporadani vytvaii komplikovanou cestu pro prinik latek. Tento
model je z roku 1975 a jeho autofi jsou Michaels et al.**

STRATUM Lo/
CORNEUM BRICK WALL
EEmE
-
4- -\‘\
zr'- \
\ . ‘I \
I \'\\ Il / “u\
INTERCELLULAR Lt S
LIFIDS CELLS BRICKS MORTAR
« 34

Obr.11 Struktura stratum corneum nazyvana jako ,,cihly a malta
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Forslind v roce 1994 piedstavuje ,,doménovy-mozaikovy model*“ (obr.12 b). V tomto
modelu existuji soucasn¢ dvé faze lipidi, a to krystalicka faze a faze kapalnych krystalt.

Norlén ve své praci zroku 2001 zpochybiiuje pfitomnost faze kapalnych krystali ve
stratum corneum a navrhuje model jednotné gelové faze v intercelularnim prostoru kozni
bariéry (obr.12 a). Zduraznuje zde roli cholesterolu, ktery je obsazen ve stratum corneum v
relativné  vysoké  koncentraci. In vitro cholesterol vytvafi lamelarni struktury pfi
koncentracich >30 mol%. AvSak pfili§ velké mnozstvi cholesterolu (nad jeho rozpustnost)
vede Kk vypadavani cholesterolu a k vytvofeni samostatnych domén ¢istého krystalického
cholesterolu, coz vede kriziku vzniku nesoudrznosti lamelarni struktury. Pro dosaZeni
optimalni bariérové kapacity, by tedy mélo byt v lamelarni struktufe co nejveétsi mnozstvi
cholesterolu, ale nesmi ptesdhnout jeho rozpustnost, coz je okolo 30 mol%. Dalsi in vitro
vlastnosti cholesterolu, které by svéd¢ily ve prospéch modelu jednotné gelové faze, jsou jeho
schopnost stabilizovat gelovou fazi a vytvafet smési s riiznymi typy lipida. "2

Koneény teoreticky model jesté stidle neni vytvotfen a zlstavaji nezodpovézeny klicové
otazky tykajici se pfesné struktury a uspotadani jednotlivych sloZzek v interceluldrnim prostoru
stratum corneum.

a) Single Gel-phase Model

One single and coherent
lamellar gel-phase

ST 000D R0 SRR DDA RO
||HI|IIIII|IIIIIIIlIIHHIHHIIIIINIIIHH R0 T
T

III|||||lIIlll}llIIIIIIIIIxIlIfIFhIIIIIIIIIIIIII!IIII[II|I|IIIIIIII|HMIIR
T T
O ey

LN DT LR

e e

Liquid crystalline
grain border

b) Domain Mosaic Model gel domain

Obr. 12 a) model jednotné gelové faze, b) doménovy-mozaikovy model 3
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2.6.2 Vytvoreni in vitro lipidového systému

Uméle vytvorené smési lipidl, vyskytujici se ve stratum corneum, se ¢asto pouzivaji jako
modelové systémy, které svymi vlastnostmi napodobuji bariérovou funkci kiize. Své vyuziti
maji ve studiich, v nichz se zjist'uje vliv jednotlivych slozek na fdzové chovani modelu.

Pro zjednoduSeni modelu Ize vyuzit syntetické ceramidy, ¢imz se eliminuje
interindividualni variabilita zivé tkané. Bylo zjisténo, ze i pfes nékteré mensi rozdily, model
vytvofeny Z umélych ceramidii ma srovnatelné vlastnosti pozorované u stratum corneum.?’
Nezalezi totiz pouze na slozeni smési, ale klicovou roli hraji podminky zvolené pfti piipravé
vzorki.® Mezi nejdiileZit&jsi podminky, které vyznamng ovliviiuji vytvotené modely stratum

corneum, patii stav hydratace, teplota béhem niz jsou vzorky pfipravovany a pH.
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3. EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Pracovni ukol

V této rigordzni praci vyuzivame DSC k analyze jednotlivych slozek intercelularniho
prostoru rohové vrstvy. Abychom eliminovali interindividudlni vlastnosti zivé tkdn€ a mohli
se tak zameéfit na ulohu jednotlivych slozek, vytvorili jsme zjednodusené in vitro modely
pomoci syntetického ceramidu, cholesterolu a kyseliny olejové.

Cilem této prace je nalézt nejvhodnéjSi podminky pro pfipraveni homogennich a
hydratovanych smési, dale vyhodnoceni chovéani vzniklych smési pomoci DSC a zachyceni
jejich makroskopického a mikroskopického vzhledu v pribéhu jednotlivych cykli hydratace.

Pracovni ukol miizeme rozd¢lit na nékolik nasledujicich dil¢ich ukoli:
Stanoveni DSC charakteristik cholesterolu

Stanoveni DSC charakteristik syntetického ceramidu
Stanoveni DSC charakteristik smési cholesterolu a syntetického ceramidu

oo

Stanoveni DSC charakteristik smési cholesterolu, syntetického ceramidu a kyseliny
olejové

Makroskopicky vzhled vzorkti béhem jednotlivych cykli hydratace

Mikroskopické preparaty
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3.2 Seznam surovin

No gk~ owDdE

Cholesterol, minimum 99 %,Sigma — Aldrich chemie

Kyselina olejova, >98%, Fluca chemica

Synteticky ceramid 14S24, tetradecylester N-tetrakosanoyl-(L)-serinu
Pfirodni ceramid N-acetyl-D- sphingosine, 98%,, Sigma

Ultra ¢ista voda (Millipore, USA)

Chloroform (stabilizovany 1% ethylalkoholem), Penta

Metanol , Penta

22



3.3 Pouzité pristroje
1. DSC 200 PC Phox®
Jedna se o diferencialni skenovani kalorimetr s tepelnym tokem. Rozdil energie dodané

do vzorku a reference je méfen jako funkce teploty, vzorek a reference jsou podrobeny
kontrolovanému teplotnimu programu.

e Vyrobce ... Netzsch — Gerédtebau, Némecko

e Teplotni rozsah ... -150 °C —+600 °C

e Rychlost ohfevu ... 0,1 — 99,9 K/min

e Kalorimetricky rozsah ... £ 750 mW

e Kalorimetricka citlivost ... 4 — 4,5 pV/mW (pro Indium)

e Chlazeni ... tekuty dusik, Dewarova nadoba 26 1

2. Vysokotlaké kelimky

e objem 27ul

e teplota max. 500°C

® vnitini tlak max. 100 bar

3. Rug¢ni lis pro vickovani vysokotlakych kelimk

4. Digitalni analytické vahy Sartorius 2004 MP6

5. Ultrazvukova lazen, Sonorex super 10P digital, Bandelin

6. Rotaéni vakuova odparka RVO- 64, Ceska republika

7. Ttrepacka VELP scientifica

8. Svételny mikroskop Olympus BXS51, software analySIS®

9. Digitalni fotoaparat Olympus C765 ULTRAZOOM
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3.4 Postup prace

3.4.1 Ptiprava vzorkl pro méieni na DSC

a) navazenim vzorku do kelimku

na analytickych vahach zvazime hmotnost prazdného kelimku
na dno kelimku naneseme malé mnozstvi vzorku 10 — 30 mg
kelimek zavickujeme pomoci ru¢niho lisu

kelimek opét zvazime a vypocteme hmotnost navazky

b) pfiprava smési na vakuové odparce

do baiky s kulatym dnem navazime na analytickych vahach jednotlivé slozky
V ur¢itém pomeéru

slozky v baiice rozpustime ve smési chloroformu a metanolu v poméru 2:1 (v/v)
banku se smési umistime na rota¢ni vakuovou odparku a nechame odpafit smes
rozpoustédel ( doba na odparce alespon 20 min)

banku vlozime do exsikatoru s parafinem na 48 hodin ( jedenkrat exsikator
zavzdus$nime a opét odvzduSnime )

takto pfipravenou smeés navazime do vidlky a podrobime hydrataci

¢) hydratace vzorku ultra ¢istou vodou s vyuzitim ultrazvukové 14zné

hydrataci vzorku provadime ve vidlkach

ke vzorku ptikapneme pipetou ultra ¢istou vodu (95%, m/m)

vzorek zahfivdme na vodni 14zni na teplotu maximalné 80°C po dobu 20 minut
vialku umistime do ultrazvukové 14zn¢€ ( nastaveni ldzné: maximalni teplota 70°C,
skute¢na teplota 65-69°C , sila 10 )

ultrazvukovou lazen zapneme na 2 minuty a to pétkrat béhem 20 minut

vidlku se vzorkem nechéme stat pti pokojové teploté po dobu 20 minut

po 6. a 12. cyklu ( jeden cyklus : 20 min vodni lazen, 20 min ultrazvukovéa lazen,
20 min stani pfi pokojové teploté ) navazime hydratovany vzorek do kelimku viz.

a)

d) hydratace vzorku ultra istou vodou s vyuzitim tiepacky

hydrataci vzorku provadime ve vialkach

ke vzorku ptikapneme pipetou ultra ¢istou vodu (95%, m/m)

vzorek zahfivame na vodni 14zni na teplotu maximalné 80°C po dobu 20 minut
vidlku umistime do tfepacky a tfepacku zapneme na 4 min, a to tfikrat béhem 20
min

vialku se vzorkem nechdme stat pii pokojové teploté po dobu 20 minut
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po 6. a 12. cyklu ( jeden cyklus : 20 min vodni lazen, 20 min tfepacka, 20 min
stani pti pokojové teploté ) navazime hydratovany vzorek do kelimku viz. a)

3.4.2 Ptiprava preparatl pro mikroskopii

a) hydratovanych vzorka pfipravenych ve vidlkach

z vialky odebereme velmi malé mnozstvi vzorku a rovnomérné jej rozetieme na
podlozni sklicko ( podlozni sklicko ma ze spodni strany vyryty orientacni kiiz )

na vzorek ptilozime kryci sklicko a jeho okraje natifeme lakem, abychom zabranili
vyschnuti vody obsazené ve vzorku

pfipraveny preparat prohlizime objektivem 10, pouzivame polarizacni krouzek,
provedeme zdznam vybraného pole vzorku a oznacime kvadrant a misto zaznamu
vzorku

provedeme zdznam stejného mista za pouziti objektivu 20

b) bezvodych vzorka

odebereme velmi malé mnozstvi vzorku, zakapneme jej kapkou ultra Cisté vody a
rovnomérné jej rozetteme na podlozni sklicko ( podlozni sklicko mé ze spodni
strany vyryty orientacni kiiz )

na vzorek pfilozime kryci sklicko a jeho okraje natfeme lakem, abychom zabranili
vyschnuti vody

pfipraveny preparat prohlizime objektivem 10, pouzivame polarizac¢ni krouzek,
provedeme zdznam vybraného pole vzorku a ozna¢ime kvadrant a misto zaznamu
vzorku

provedeme zdznam stejného mista za pouZiti objektivu 20
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3.4.3 Seznam vzorkil a nastaveni parametrii pro méteni na DSC

Vzorek ¢.1

Cholesterol, navazka: 7,76 mg

Vzorek ¢.2

Cholesterol a ultra ¢istd voda po 6 cyklech na ultrazvukové 1azni, navazka: 21,60 mg

Vzorek ¢.3

Cholesterol a ultra ¢istd voda po 12 cyklech na ultrazvukové lazni, navazka: 21,42 mg

Vzorek ¢.4

Cholesterol a ultra ¢istd voda po 6 cyklech na tiepacce, navazka: 9,830 mg

Vzorek ¢.5

Synteticky ceramid, navazka: 1,99 mg

Vzorek €.6

Synteticky ceramid a ultra €istd voda po 6 cyklech na ultrazvukové lazni, navazka: 20,00 mg
Vzorek ¢.7

Synteticky ceramid a ultra ¢ista voda po 12 cyklech na ultrazvukové lazni, navazka: 10,91 mg
Vzorek ¢.8

Smés cholesterolu a syntetického ceramidu v poméru 1:1, navazka: 2,28 mg

Vzorek ¢.9

Smés cholesterolu, syntetického ceramidu v poméru 1:1 a ultra ¢isté vody po 6 cyklech na
ultrazvukové 14zni, navézka: 22,66 mg

Vzorek ¢.10

Smés cholesterolu, syntetického ceramidu v poméru 1:1 a ultra €isté vody po 12 cyklech na
ultrazvukové 14zni, navazka: 39,43 mg

Vzorek ¢.11

Smés cholesterolu, syntetického ceramidu v poméru 1:1 a ultra cisté vody po 6 cyklech na
tiepacce, navazka: 7,270 mg

Vzorek ¢.12

Sm¢és cholesterolu a syntetického ceramidu v poméru 1:5, navazka: 3,18 mg

Vzorek ¢.13

Smés cholesterolu, syntetického ceramidu v poméru 1:5 a ultra Cisté vody po 6 cyklech na
ultrazvukové lazni, navazka: 17,10 mg

Vzorek ¢.14

Smés cholesterolu, syntetického ceramidu v poméru 1:5 a ultra ¢isté vody po 12 cyklech na
ultrazvukové l1azni, navazka: 13,66 mg

Vzorek ¢.15

Smés cholesterolu, syntetického ceramidu a kyseliny olejové v poméru 4:8:1,

navazka: 1,89 mg

Vzorek ¢.16

Sm¢és cholesterolu, syntetického ceramidu , kyseliny olejové v poméru 4:8:1 a ultra ¢isté vody
po 6 cyklech na ultrazvukové lazni, navazka 38,55 mg
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Vzorek ¢.17
Sm¢és cholesterolu, syntetického ceramidu, kyseliny olejové v poméru 4:8:1 a ultra Cisté vody
po 6 cyklech na tfepacce, navazka: 8,390 mg

Podminky méfeni vzork:

Vzorky €.1-17 byly zméieny za téchto podminek

Faze méfeni Pocate¢ni Kone¢na Rychlost Rychlost
teplota teplota ohfevu chlazeni
[°C] [°C] [°C/min ] [°C/min ]
chlazeni na vychozi - 5 - 10
teplotu
izoterma 10 min
1.ohfev 5 | 175 | 5 -
izoterma 5 min
chlazeni 175 | 5 | - 10
izoterma 10 min
2.ohfev 5 | 175 | 5 -
Vzorky ¢€.3, 14 byly zméfeny za téchto podminek
Faze méfeni Pocate¢ni Kone¢na Rychlost Rychlost
teplota teplota ohfevu chlazeni
[°C] [°C] [°C/min ] [°C/min ]
chlazeni na vychozi - -60 - 10
teplotu
izoterma 10 min
1.ohfev -60 | 190 \ 5 -
izoterma 5 min
chlazeni 190 | -60 | - 10
izoterma 10 min
2.ohtev -60 | 180 | 5 -
Vzorek ¢.7 byl zméfen za téchto podminek
Faze méfeni Pocate¢ni Konec¢na Rychlost Rychlost
teplota teplota ohfevu chlazeni
[°C] [°C] [°C/min ] [°C/min ]
chlazeni na vychozi - -60 - 10
teplotu
izoterma 10 min
1.ohfev -60 | 170 \ 5 -
izoterma 5 min
chlazeni 170 | -60 | - 10
izoterma 10 min
2.ohfev -60 | 150 | 5 -
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3.5 Vysledky experimentu

3.5.1 Cholesterol, DSC
Graf ¢.1, vzorek ¢.1
Cholesterol
Navazka: 7,76mg

a) prvni ohfev
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Temperature /°C

prvni ohiev

b) druhy ohtev

DSC /(mW/mg)
! exo Peak: 150.1 °C

1.100 1
1.000 1
0.900
0.8001
0.700

06001 ook 33.6 °C
0.500{ "¢ 7>

0.400 1 Area: 63.15 J/g

0.300 ] Area: 5.228 J/g :

20 40 60 80 100 120 140 160
Temperature /°C

[13]
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C) porovnani prvniho a druhého ohtevu cholesterolu

DSC /(mW/mg)

1.6
1.4+
1.2
1.0
0.81
0.6
0.4+
0.24

l exo

Peak: 33.6 °C
\—Jteak: 450 °C

L

Peak: 151.1 °C

Peak: 150.1 °C_ !

—————————

—_——— = —

20

60 80 100

120 140 160

Temperature /°C

pferusovana €ara ... prvni ohfev

plné ¢ara ... druhy ohtev

Graf ¢.2, vzorek ¢.2

Cholesterol a ultra ¢ista voda po 6 cyklech na ultrazvukové lazni

Navazka: 21,60mg

a) prvni ohfev

DSC /(mW/mg)
} exo Peak: 102.8 °C
0.900 Area: 353Jig || Peak 122.8°C
0.800 Area: 5/674 Jig
0.700; Peak: 7.4 °C Peak: 155.0 °C
0.600 Area: 2.804 Jig
0.500 1 Area: 2.261 J/g
0.400 j\: | J ) Ay
0.300 ’ | | i
0.200
0.100
O- T T T T T T T T
20 40 60 80 100 120 140 160

Temperature /°C
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b) druhy ohtev

DSC /(mW/mg)

0.400 1
0.350 1
0.300 1
0.250 1
0.200 1
0.150 1
0.100 1
0.050 1

O J

l exo

Peak: 94.2 °C Peak: 121.4 "C Peak: 135.1 °C

Area: 1.736 J/g Area: 5186 J/[g  Area: 3.447 J/g

20

40 60 80

100 120 140 160

Temperature /°C

C) porovnani prvniho a druhého ohfevu

DSC /(mW/mg)

0.9001
0.8001
0.7001
0.600 1
0.5001
0.4001
0.3001
0.2001
0.1001

0

l exo

Peak: 102.8 °C

prvniohfev  peak: 77.4 °C

Peak: 155.0 °C

Peak: 122.8 °C

druhy ohfev  Peak: 94.2 °C Peak: 121.4 °C Peak: 135.1 °C

20

0 60 80

100 120 140 160

Temperature /°C
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Graf ¢.3, vzorek ¢.3
Cholesterol a ultra Cista voda po 12 cyklech na ultrazvukové lazni
Navazka: 21,42mg

a) prvni ohfev

DSC /(mW/mg)
I exo Peak: 102.1 °C
0.20 1 Peak: 122.4 °C
Peak: 135.2 °C
0.40 - Peak: 81.3 °C

0.30 1

Area: 1.568 J/ig  Area: 12.3 J/g Area: 3.924 J/ig Area: 3.656 J/g
0.20+

0.101

20 40 60 80 100 120 140 160
Temperature /°C

b) druhy ohiev

DSC /(mW/mg)

0 400 - b exo Peak: 94.0 °C Peak: 121.3°C Peak: 155.3 °C

0.350
0.300
0.250
0.200
0.150
0.100
0.050

0-

[1.7]

Area: 1.269 J/g Area: 426 JIg  Area: 3.201 J/g

20 40 60 80 100 120 140 160
Temperature /°C
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¢) porovnani prvniho a druhého ohfevu

DSC /(mW/mg)
l exo Peak: 102.1 °C Peak: 122.4 CPeak: 156.2 °C
prvni ohfev
0.50+
0.401 Peak: 81.3 °C

0.301 _
Peak: 94.0 °C  peak 1213 °C Peak: 155.3 °C

0.201
druhy ohrev
0.101

0

20 40 60 80 100 120 140 160
Temperature /°C

d) opakovani méfeni vzorku ¢.3 po cca 5 mésicich stani v kelimku, méfeni s chlazenim na
vychozi teplotu -60°C

prvni ohfev

DSC /(mW/mg)
l exo Peak: 9.1°C

2.01
1.91

1.0
Peak: 94.4°C  peak: 121.1 °C Peak: 155.2°C

0.5+ 1

50 0 50 100 150
Temperature /°C
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druhy ohtev

DSC /(mW/mg)
l exo Peak: 7.7 °C

2.0

1.51

1.0+
Peak: 946 °C Peak: 121.0°C Ppeak: 155.2 °C

AN

50 0 50 100 150
Temperature /°C

e) porovnani vzorku cholesterolu a ultra ¢isté vody po 6 a 12 cyklech na ultrazvukové lazni

prvni ohfev

DSC /(mW/mg)
I exo Peak: 102.8 °C 6 cykld

] . 7
0.900 Peak: 102.1°C &
Peak: 122.8 °C

0.8001
0.700
0.6001
0.500
0.4001
0.300
0.200
0.100

O J!

I
Ly
]

R

12 cyklU

20 40 60 80 100 120 140 180
Temperature /°C
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druhy ohtev

DSC /(mW/mg)
! exo _ - - Peak: 121.4 °C Peak: 155.1 °C

Goyky  Peak 942°C 214 pre
0.400 - \ ,\ M
0350  ,=meee L R/ \Sloinisists
0.300 1 /

-94.0 °C Peak: 121.3 °C Peak: 155.3 °C

0.950 | Peak: 94.0 °C Pea

0.200 ] 12 cykKId

0.150 1
0.100 1
0.050 1

O.

20 40 60 80 100 120 140 160
Temperature /°C

Graf ¢.4, vzorek ¢.4

Cholesterol a ultra ¢ista voda po 6 cyklech na trepacce, zméfeno po cca 11 mésicich
stani ve vialce pri pokojové teploté

Navazka: 9,830 mg

a) prvni ohfev

DSC /(mW/mg)
I exo Peak 1215°C__ peak: 154.6°C

0.500
0.450 Peak: 84.3 °C
0.400+
0.350+
0.300
0.250+
0.200
0.130
0.100+

20 40 60 80 100 120 140 160
Temperature /°C
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b) druhy ohiev

DSC /(mW/mg)
} exo

0.451
0.401
0.351
0.301
0.251
0.201

Peak: 118.9°C Peak: 154.3°C

(18]

Peak: 94.1°C

20 40

50 80 100 120 140 160
Temperature /°C

C) porovnani prvniho a druhého ohifevu

DSC /(mW/mg)
l exo

0.500
0.450
0.400
0.350
0.300
0.250-
0.200
0.1509 "/
0.100{Y

Peak: 121.5°C Peak: 154.6 °C
\+

| Peak: 1189°C !\ Peak: 15434
Peak: 94.1°C p

Peak: 84.3°C

50 80 100 120 140 160
Temperature /°C

pferuSovana €ara ... prvni ohfev

plné ¢ara ... druhy ohiev
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Tabulka €.1
Teploty tani vzorki cholesterolu, cholesterolu s ultra ¢istou vodou po 6 a 12 cyklech na
ultrazvukové lazni a cholesterolu s ultra ¢istou vodou po 6 cyklech na tiepacce

Teplota tani
Vzorky [°C]
1.ohfev 2.ohiev
cholesterol 450 | - - - 151,11 33,6 | - - 150,1
cholesterol, voda - | 77411028 | 1228 |1550| - |945|120,3|154,9
( 6¢cykla, ultrazvuk.lazen)
cholesterol, voda - |81,3]102,2|122,4 1521 | - |94,0|121,3| 155,3
(12cykli, ultrazvuk.lazen)
cholesterol, voda - - 84,3 | 1215 | 154,6 - 94,1 |118,9 | 154,3
(6cyklu, ttepacka)

Tabulka ¢.2
Tepla tani vzorku cholesterolu, cholesterolu s ultra ¢istou vodou po 6 a 12 cyklech na
ultrazvukové lazni a cholesterolu s ultra ¢istou vodou po 6 cyklech na tiepacce

Teplo tani
Vzorky [Jg]
1.ohfev 2.ohtev
cholesterol 6,43 - - - 65,36 | 5,22 - - 63,15
cholesterol, voda - 2,261 | 35300 | 5674 |2,804 | - |1,736 5,186 | 3,447
( 6cykl,
ultrazvuk.ldzen)
cholesterol, voda - 11568 12,300 | 3,924 | 3,656 | - |1,269 4,260 | 3,201
(12cykla,
ultrazvuk.ldzen)
cholesterol, voda - - 6,385 | 12,930 | 4,996 | - |2,104 | 8,376 | 4,456
(6cyklu, trepacka)
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3.5.2 Synteticky ceramid, DSC
Graf ¢.5, vzorek ¢.5
Synteticky ceramid
Navazka: 1,99 mg

a) prvni ohfev

DSC /(mW/mg)

3.9
3.0;
2.5
2.0
1.51

0 I exo Peak: 87.0°C

Area: 173.7 J/g

1.01
0.51

20 40 60

b) druhy ohiev

DSC /(mW/mg)
l exo

2.51
2.0

1.51

80

100 120
Temperature /°C

Peak: 82.4°C

Area: 136 J/ig

140

160

[15]

1.01

0.5

20 40

60

80
Temperature /°C

100

120
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C) porovnani prvniho a druhého ohtevu

DSC /(mW/mg)
) I exo Peak: 87.0°C
3.50 Peak: 82.4°C
prvni ohrev
3.00+ \ -

2.50 1
2.00;
1.50 1
1.00;
0.50+

0 -

[16]

20 40 60 80 100 120 140 160
Temperature /°C

Graf ¢.6, vzorek ¢.6
Synteticky ceramid s ultra ¢istou vodou po 6 cyklech na ultrazvukové lazni
Navazka: 20,00 mg

porovnani prvniho a druhého ohfevu

DSC /(mW/mg)

I exo Peak: 84.3 °C
0.90 1
0.80 1
070+ prvni ohiev
Peak: 75.3 °C S
0.60 1

0.501  druhy ohiev

0.40 1

1.7]

0.301

20 40 60 80 100 120 140 160
Temperature /°C



Graf ¢.7, vzorek ¢.7
Synteticky ceramid s ultra ¢istou vodou po 12 cyklech na ultrazvukové lazni
Navazka: 10,91mg

porovnani prvniho a druhého ohievu

DSC /(mW/mg)

L exo Peak: 84.0 °C
1.21
1.01 prvni ohfev
P
0.81 Peak: 75.6 °C

0.61 druhy ohfewv.
2.7]
0.4 1
0.2 1
O 1 T L) T L) L) T L) T
20 40 60 80 100 120 140 160
Temperature /°C
Graf ¢.8

Porovnani vzorku syntetického ceramidu s ultra ¢istou vodou po 6 a 12 cyklech hydratace na

ultrazvukové 1azni

a) prvni ohfev

DSC /(mW/mg)
! exo Peak: 84.0 °C

1.2
10 Peak:
0.81
0.6 1

0.4

0.2

04

40 60 80 100 120 140 160
Temperature /°C
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b)druhy ohtev

DSC /(mW/mg)

0.601
0.501
0.401
0.301
0.201
0.101

0

l exo Peak: 75.6 °C

Peak: 75.3 °C 12 cyKklt
ye

Graf ¢.9

20 40 60 80 100 120
Temperature /°C

140

160

Opakovani méteni vzorku ¢.7 po cca 5 mésicich stani v kelimku, méfeni s chlazenim na

vychozi teplotu -60°C

a) prvni ohfev

DSC /(mW/mg)

1.6+
1.4+
1.21
1.0+
0.81
0.6 1
0.4 1
0.2+

O.

l exo Peak 2.0°C

Peak: 68.8°C

Peak: 49.3°C

50 0 50 100
Temperature /°C

150
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b) druhy ohiev

DSC /(mW/mg)

| exo
1.6

1.4 1
1.2 1
1.01

0.8
0.61
0.4
0.21

O.

Peak: 1.4 °C

Peak: 34.9°C Peak:59.4°C Peak: 77.8°C

Tabulka ¢.3

50

Temperature /°C

100

150

Teploty a tepla tani vzorki syntetického ceramidu, syntetického ceramidu s ultra ¢istou

vodou po 6 a 12 cyklech na ultrazvukové lazni

Teplota tani Teplo tani
Vzorky [°C ] [Jg]
1. ohfev 2. ohtev 1. ohfev 2. ohfev
Synteticky ceramid 87,0 82,4 173,7 136,0
Synt. ceramid, voda 84,3 75,3 52,75 31,17
( 6¢cyklt, ultrazvuk.lazei)
Synt. ceramid, voda 84,0 75,6 79,22 46,55
( 12 cykld, ultrazvuk.lazen)
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3.5.3 Smés cholesterolu a syntetického ceramidu, DSC
Graf ¢.10, vzorek ¢.8
Smés cholesterolu a syntetického ceramidu v poméru 1:1

Navazka:

2,48 mg

Porovnani prvniho a druhého ohfevu

DSC /(mW/mg)

I exo Peak: 83.6 °C
1.4 1
1.2 prvni ohiev

Peak: 75.3 °C /
1.0 1
druhy ohfev —__ _
0.81 Peak: 115.5 °C
/ [1.7]
0.6 1 k [
0.4- Peak: 52.8 "C Peak: 145.3 M
20 40 60 80 100 120 140 160

Graf ¢.11, vzorek ¢.9

Smés cholesterolu, syntetického ceramidu v poméru 1:1 a ultra ¢isté vody po 6 cyklech

na ultrazvukové lazni

Navazka: 22,66 mg

Temperature /°C

Porovnani prvniho a druhého ohfevu

DSC /(mW/mg)

0.601
0.501
0.40 1
0.301
0.201
0.101

0

l exo

Peak: 72.6 °C Peak: 74.1 °C

Peak: 66.9 °C

druhy ohfev

Peak: 49.0 °C

prvni ohiev
/

.

1.7]

20

40

60 80 100 120 140 160
Temperature /°C
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Graf ¢.12, vzorek ¢.10

Smés cholesterolu, syntetického ceramidu v poméru 1:1 a ultra ¢isté vody po 12 cyklech
na ultrazvukové lazni

Navazka: 39,43 mg

Porovnani prvniho a druhého ohfevu

DSC /(mW/mg)
l exo Peak: 78.6 °C prvni ohfev
“-h‘_‘_h J/

0.351
0.301
0.251 Peak: 52.3 °C Peak: 73.4 °C druhy ohfev
0.201
0.151
0.101
0.051

O-

—_—— = —— =

20 40 60 80 100 120 140 160
Temperature /°C

Graf ¢.13
Porovnani vzorkti cholesterolu, syntetického ceramidu v poméru 1:1 a ultra ¢isté vody po 6 a
12 cyklech na ultrazvukové lazni

a) prvni ohfev

DSC /(mW/mg)
L exo Peak: 74.1 °C

0.60 5 cyklu\

0.501
0.401

0.301
0201 Peak: 71.1 "C Peak: 78.6 °C 12 oykId

0.101
04

20 40 60 80 100 120 140 160
Temperature /°C
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b) druhy ohiev

DSC /(mW/mg)
I exo Peak: 72.6 °C
0.50 6 cyklu Peak: 73.4 °C
\ [27
0.40 -
______________________________________ \
0.301 N
53°C
0.201 12 cyklu
0.101
0- . . . . : : . :
20 40 60 80 100 120 140 160
Temperature /°C
Graf ¢.14

Porovnéni vzorkl cholesterolu, syntetického ceramidu v poméru 1:1 bez vody, s ultra Cistou

vodou po 6 a 12 cyklech na ultrazvukové lazni

a) prvni ohfev

DSC /(mW/mg)
L exo Peak: 83.6 °C
1.4+ - smés bez vody
1.21
1.04

0.81
0.61
0.4+
0.24

O.

Peak: 74.1°C

Peak: 44.7°C \a"
\

-t
f’“"_"-“f‘-—" T s e o e b — e — o — T —

/ \
/ Peak 71.1°C  Peak 78.6°C 12 cyKi

Peak: 145.3°@:

20 40 60 80 100 120 140 160
Temperature /°C
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b) druhy ohiev

DSC /(mWimg)

1.0

0.81

0.6

0.4+

0.2

! exo

- —
f,’f-._”-"-q—.:

/Peak 52.8°C
{/o edK. 4.

Peak: 66.9°C

Peak: 75.3°C

. smes bez vody

Peak: 115.5°C

Peak: 726 °C

[1.7]

o i ——— o ¢ o W

s
S b —— b e — e —— —

v
Peak: 64.0°C Peak: 73.4°C 12 cykiu

Graf ¢.15, vzorek ¢.11

,ﬁ' Peak: 49.0°C
If  Peak 523°C
20 40 60 80 100 120 140 160

Temperature /°C

Smeés cholesterolu, syntetického ceramidu v poméru 1:1 a ultra ¢isté vody po 6 cyklech

na tiepacce, zméreno po cca 11 mésicich stani ve vialce pri pokojové teploté

Navazka: 7,270 mg

a) prvni ohfev

DSC /(mW/mg)

0.900 1
0.800 1
0.700 1
0.600 1
0.500 {
0.400 1
0.300 1
0.200 1
0.100 1

0

l exo

Peak: 79.3°C

[1.3]

Area: 65.51 J/g

20

40

60

80 100 120 140 160
Temperature /°C
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b) druhy ohiev

DSC /(mW/mg)

0.50 1

0.40 1

0.301

0.20+

0.10 1

0

l exo Peak: 64.1°C

Peak: 339°C

20 40 60 80 100 120 140 160
Temperature /°C

C) porovnani prvniho a druhého ohievu

DSC /(mW/mg)

0.900
0.800 1
0.7001
0.600 1
0.500 1
0.400 1
0.3001
0.2001
0.100 1

0

l exo Peak: 79.3 °C

[

)

)

Peak: 64.1°C "
'
|

Peak: 33.9°C

20 40 60 80 100 120 140 160
Temperature /°C

pferuSovana ¢ara ... prvni ohfev

plna cara .

.. druhy ohtev

46



Tabulka ¢.4

Teploty tani vzorkia smési cholesterolu a synt. ceramidu v poméru 1:1, cholesterolu a

synt. ceramidu v poméru 1:1 s ultra Cistou vodou po 6 a 12 cyklech na ultrazvukové

l4zni a po 6 cyklech na tFepacce

Teplota tani
Vzorky [°C]
1. ohfev 2. ohfev
Cholesterol, synt.ceramid 1:1 83,6-145 52,8 75,3 115,5
(exo0)
Cholesterol, synt. ceramid 1:1, voda 74,1 49,0 66,9-72,6 -
( 6 cyklu, ultrazvuk.lazen) (exo0)
Cholesterol, synt. ceramid 1:1, voda 71,1-78,6 52,3 64,0-73,4 -
( 12 cykla, ultrazvuk.lazen) (exo)
Cholesterol, synt. ceramid 1:1, voda 79,3 33,9 64,1 -
( 6 cykla, tfepacka)
Graf ¢.16, vzorek ¢.12
Smés cholesterolu a syntetického ceramidu v poméru 1:5
Navazka: 3,18 mg
Porovnani prvniho a druhého ohfevu
DSC /(mW/mg)
I exo Peak: 84.1 °C
2.0 o
prvni ohfev
1.91 Peak: 76.0 °C
10+ druhy ohfev\
&l
0.9; e —
0
20 40 60 80 100 120 140 160

Temperature /°C
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Graf ¢.17, vzorek ¢.13
Smés cholesterolu, syntetického ceramidu v poméru 1:5 a ultra ¢isté vody po 6 cyklech

na ultrazvukové lazni
Navazka: 17,10mg

Porovnani prvniho a druhého ohfevu

DSC /(mW/mg)
l exo Peak: 80.2 °C

0.70 1
prvni ohiev
0.601 Peak: 74.0 °C
0.501
0.40 1 druhy ohiev

.71

.

0.30 1
0.20
0.101

0

20 40 60 80 100 120 140 160
Temperature /°C

Graf ¢.18, vzorek ¢.14

Smés cholesterolu, syntetického ceramidu v poméru 1:5 a ultra Cisté vody po 12 cyklech
na ultrazvukové lazni

Navazka: 13,66 mg

Porovnani prvniho a druhého ohievu

DSC /(m\W/mg)

Peak: 81.1 °C
0,900 l exo o

0.800 1
0.700 1 Peak: 74.0 °C
0.600
0.500 1
0.400 1
0.300 1
0.200 {
0.100 1

01

prvni ohrev

20 40 60 80 100 120 140 160
Temperature /°C
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Graf ¢.19
Opakovani méfeni vzorku ¢.14 po cca 5 mésicich stani v kelimku, méfeni s chlazenim na

vychozi teplotu -60°C

a) prvni ohfev

DSC /(mW/mg)
16 ¥ €%0 Peak: 3.4°C

1.4
1.2 1
1.0

0.81 Peak: 66.1°C
0.6

0.4' [11]
0.21
O.

50 0 50 100 150
Temperature /°C

b) druhy ohtev

DSC /(mW/mg)
} exo  Peaki 25°C

1.4 1
1.21
1.01
0.81
0.61
0.4+
0.2

O.

Peak: 27.7°C
Peak: 32.2°C

50 0 50 100 150
Temperature /°C
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Graf ¢.20
Porovnani vzorkl cholesterolu, syntetického ceramidu v poméru 1:5 bez vody, s ultra Cistou
vodou po 6 a 12 cyklech na ultrazvukové lazni

a) prvni ohfev

DSC /(mW/mg)
l exo Peak: 84.1°C
smés bez vod
2.0 y
1.5 Peak: 81.1°C
12 cyklu
1.0 Peak 802°C Peak: 1225°C
6 cykl e
0.5+ /-
,/““ q-.__-___:-: .—_:.1..!'%://‘ \‘-“——-—_u—-‘.—_-‘“-‘-—-——-/
ok

20 40 60 80 100 120 140 160

Temperature /°C
b) druhy ohtev
DSC /(mW/mg)
I exo Peak: 76.0°C
10/ smes bez vody
08 Peak: 74.0 °C

12 cyklu .

0.61

Peak: 74.0°C_/x
v 2y
Geykiu e \\-_ 3}

0.41

"—-H-H'h P

0.2+
7

01

20 40 60 80 100 120 140 160
Temperature /°C

50



Tabulka ¢.5

Teploty tani vzorkia smési cholesterolu a synt. ceramidu v poméru 1:5, cholesterolu a
synt. ceramidu v poméru 1:5 s ultra Cistou vodou po 6 a 12 cyklech na ultrazvukové
lazni

Teplota tani Teplo tani
Vzorky [°C] [Jg]

1.ohiev 2.ohtev 1.ohiev 2.ohfev

Cholesterol, synt.ceramid 1:5 84,1 76,0 152,900 75,740

Cholesterol, synt. ceramid 1:5, voda 80,2 74,0 54,750 28,780
( 6 cyklu, ultrazvuk.lazen)

Cholesterol, synt. ceramid 1:5, voda 81,1 74,0 56,920 36,460
( 12 cykld, ultrazvuk.lazen)

Graf ¢.21
Porovnani vzorkti cholesterolu a syntetického ceramidu v poméru 1:1 a 1:5 bez vody
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b) druhy ohiev
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Porovnani vzorki cholesterolu a syntetického ceramidu v poméru 1:1 a 1:5 sultra ¢istou

vodou po 6 cyklech na ultrazvukové lazni
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b) druhy ohiev
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Porovnani vzorkii cholesterolu a syntetického ceramidu v poméru 1:1 a 1:5 sultra Cistou

vodou po 12 cyklech na ultrazvukové 1azni
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b) druhy ohiev

DSC /(mW/mg)
l exo Peak: 74.0 °C
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3.5.4 Smés cholesterolu,syntetického ceramidu a kyseliny olejové, DSC
Graf ¢.24, vzorek ¢.15
Smés cholesterolu, syntetického ceramidu a kyseliny olejové v poméru 4:8:1
Navazka: 1,89 mg

a) prvni ohfev
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b) druhy ohtev
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Graf ¢.25, vzorek ¢.16

Smés cholesterolu, syntetického ceramidu, kyseliny olejové v poméru 4:8:1 a ultra cisté
vody po 6 cyklech na ultrazvukové lazni

Navazka: 38,55 mg

a) prvni ohfev

DSC /(mW/mg)
l exo Peak: 104.0 °C

0.701
0.60 1
0.50 1
0.40
0.301
0.201
0.10

Peak: 76.8 °C

20 40 60 80 100 120 140 160
Temperature /°C

55



b) druhy ohiev
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Graf ¢.26
Porovnani vzorkti cholesterolu, syntetického ceramidu, kyseliny olejové v poméru 4:8:1 bez

vody a s ultra ¢istou vodou po 6 cyklech na ultrazvukové lazni
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b) druhy ohiev
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Graf ¢.27, vzorek ¢.17
Smés cholesterolu, syntetického ceramidu, kyseliny olejové v poméru 4:8:1 a ultra ¢isté

vody po 6 cyklech na tfepacce, zméreno po cca 11 mésicich stani ve vialce pri pokojové

teploté
Navazka: 8,390 mg
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b) druhy ohiev
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Tabulka ¢.6

Teploty tani vzorkd smési cholesterolu, syntetického ceramidu, kyseliny olejové
V poméru 4:8:1 bez vody a s ultra ¢istou vodou po 6 cyklech na ultrazvukové lazni a po 6
cyklech na tfepacce

Vzorky Teplota tani
[*C]
1.ohfev 2.ohfev
Cholesterol, synt. ceramid, 80,8 - rozpad piku v teplotni
kys.olejova 4:8:1 oblasti 30-85°C

Cholesterol, synt. ceramid, 76,8 104,0 - 60,4

kys.olejova 4:8:1 voda -
( 6 cykli, ultrazvuk.lazen) 67,5
Cholesterol, synt. ceramid, 71,7 - 34,0 62,9

kys.olejova 4:8:1 voda

( 6 cyklu, trepacka)
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3.5.5 Makroskopické vzorky

Tabulka ¢.7
Seznam preparati ve vidlkach

Cislo
vzorku
1 cholesterol, voda (12 cykli na ultrazvukové lazni)
2 synteticky ceramid, voda (12 cykld na ultrazvukové 14zni)
3 cholesterol, synteticky ceramid 1:5, voda (12 cykll na ultrazvukové 14zni)
4 cholesterol, synteticky ceramid 1:1, voda (12 cykll na ultrazvukové 14zni)
5 cholesterol, synteticky ceramid, kys. olejova 4:8:1, voda (6 cykli na
ultrazvukové 1azni)
6 cholesterol, ptirodni ceramid 1:1, voda (6cykli na tfepacce)
7 cholesterol, synteticky ceramid 1:1, voda (6 cykli na tiepacce)
8 cholesterol, synteticky ceramid, kys. olejova 4:8:1, voda (6 cykld na
trepacce)
9 cholesterol, voda (6 cykli na tfepacce)

Vzorky ¢.1-4. po 12 cyklech hydratace na ultrazvukové lazni
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Vzorek ¢.5
Smés cholesterolu, syntetického ceramidu, kyseliny olejové v poméru 4:8:1 a ultra Cisté vody
po 6 cyklech hydratace na ultrazvukové lazni

a) prvni vytez

Vzorek £.5:
5.0 po navazeni

5.1 po 20 min. ve vodni lazni pfi
teploté 80 C

5.2 po 20 min. v ultrazvukove lazni
ph teploté max. 70 C

5.3 po 20 min stani pfi pokojove
teploté

5.0 ... po navaZeni

5.1 ... po 20 min ve vodni 1azni pfi teplot¢ max. 80°C

5.2 ... po 20 min v ultrazvukové l1azni pfii teploté max. 70°C
5.3 ... po 20 min stani pii pokojové teploté
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b) druhy vyiez

Vzorek £.5:

5.4 po 20 min ve vodni lazni pfi teploté 80 C
5.5 po 20 min v ultrazvukove lazni pfi teploté max 70 C

5.6 po 20 min stani pi pokojové teploté

5.4 ... po 20 min ve vodni lazni pfi teplot¢ max. 80°C
5.5 ... po 20 min v ultrazvukové l1azni pfti teploté max. 70°C
5.6 ... po 20 min stani pfi pokojové teploté
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c) tieti vyiez

Vzorek €.5:

5.7 po 20 min ve vodni lazni pfi
teploté 80 C

5.8 po 20 min v ultrazvukove lazn pfi
teploté max 70 C

5.9 po 20 min stani pi pokojove
teplote

5.10 po 20 min ve vodni lazni pti
teploté 80 C

5.11 po 20 min v ultrazvukové lazni pfi
teplote max 70 C

5.12 po 20 min stani pfi pokojove
teploté

5.7 ... po 20 min ve vodni lazni pfi teplot¢ max. 80°C
5.8 ... po 20 min v ultrazvukové 1azni pii teploté max. 70°C
5.9 ... po 20 min stani pti pokojové teploté

5.10 ... po 20 min ve vodni lazni pii teploté max. 80°C
5.11 ... po 20 min v ultrazvukové l4zni pii teploté¢ max. 70°C
5.12 ... po 20 min stani pii pokojové teploté

63



Vzorek ¢.6
Smés cholesterolu, pfirodniho ceramidu v poméru 1:1 a ultra Cist¢é vody po 6 cyklech

hydratace na tfepacce

Vzorek ¢.6:
6.0 po navaZeni

6.1 po 20 min na vodni lazni pfi
teploté 80 C

6.2 po 20 min na tfepatce

6.3 po 20 min stani pfi pokojové
teploté

6.0 ... po navazeni

6.1 ... po 20 min na vodni lazni pfi teplot¢ max. 80°C
6.2 ... po 20 min na tfepacce
6.3 ... po 20 min stani pti pokojové teploté
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Vzorek ¢.7
Smés cholesterol, syntetického
hydratace na tfepacce

7.0 ...
7.1...
72 ...
73 ...

po navazeni

po 20 min na vodni lazni pfi teploté¢ max. 80°C
po 20 min na tfepacce

po 20 min stani pii pokojové teploté

Vzorek £.7:
7.0 po navaZeni

7.1 po 20 min na vodni lazni pfi
teploté 80 C

7.2 po 20 min na tfepatce

7.3 po 20 min stani pfi pokojoveé
teploté

ceramidu v poméru 1:1 a ultra ¢isté vody po 6 cyklech
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Vzorek ¢.8
Smés cholesterolu, syntetického ceramidu, kyseliny olejové v poméru 4:8:1a ultra Cisté vody
po 6 cyklech hydratace na tfepacdce

Vzorek ¢.8:
8.0 po navazeni

8.1 po 20 min ve vodni lazni pfi teploté
80C

8.2 po 20 min na tfepatce

8.3 po 20 min stni pti pokojove teploté

8.0 ... po navazeni

8.1 ... po 20 min na vodni lazni pfi teploté max. 80°C
8.2 ... po 20 min na tfepacce
8.3 ... po 20 min stani pfi pokojové teploté

66



Vzorek ¢.9
Cholesterol a ultra ¢ista voda po 6 cyklech hydratace na tfepacce

90...
9.1...
92 ...
93 ...

Vzorek £.9:
9.0 po navaZeni

9.1 po 20 min ve vodni lazni phi teploté 80 C
9.2 po 20 min na tfepatce

9.3 po 20 min stani pfi pokojové teplote

po navazeni

po 20 min na vodni 14zni pfi teploté¢ max. 80°C
po 20 min na tfepacce

po 20 min stani pii pokojové teploté
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3.5.6 Mikroskopie

Tabulka ¢.8
Seznam mikroskopickych preparati

la

bezvody cholesterol rozetfeny v kapce ultra Cisté vody,
v oznateném kvadrantu hned u stfedu kfize,
s polarizaénim krouzkem, obj. 10

2.a

pfirodni ceramid rozetfeny v kapce ultra Cisté vody,
v oznageném kvadrantu hned u kfize,
s polarizaénim krouzkem, obj 10

3.a

synteticky ceramid rozetfeny v kapce ultra Cisté vody,
v oznageném kvadrantu hned u kfize,
s polarizaénim krouzkem, obj. 10

3.b

viz. preparat 3.a, 0bj.20

4.a

cholesterol a pfirodni ceramid v poméru 1:1 (pfipraveno na odparce)
rozetfeny v kapce ultra Cisté vody,

v oznageném kvadrantu hned u kfize,

s polarizaénim krouzkem obj.10

4.b

viz. preparat 4.a, 0bj.20

5.a

cholesterol a synteticky ceramid v poméru 1:1 ( pfipraveno na odparce),
rozetfeno v kapce ultra gisté vody,

v oznaCeném kvadrantu hned u stfedu kfize,

s polarizaénim krouzkem, obj.10

5.b

viz. preparat 5.a, 0bj.20

6.a

cholesterol, synteticky ceramid, kyselina olejova v poméru 4:8:1
(pfipraveno na odparce),rozetfeno v kapce ultra Cisté vody,

v oznaCeném kvadrantu hned u kfize,

s polariza&nim krouzkem, obj.10

6.b

viz. preparat 6.a, obj 20

7.a

cholesterol a voda( 95%), po 12 cyklech na ultrazvukové lazni
v oznaceném kvadrantu hned u stfedu kfize,
s polarizaénim krouZkem, obj.10

7.b

viz. preparat 7.a, obj.20

8.a

synteticky ceramid a voda ( 95%), po 12 cyklech na ultrazvukové lazni,
v oznaceném kvadrantu hned u stfedu kfize,
s polarizaénim krouzkem, 0bj.10

8.b

viz. preparat 8.a, obj 20

9.a

cholesterol a synteticky ceramid v poméru 1:1(pfipraveno na odparce),voda (95%),
po 12 cyklech na ultrazvukové lazni,

v oznaCeném kvadrantu hned u stfedu kfize,

s polarizacnim krouzkem, obj.10

9.b

viz. preparat 9.a, 0bj.20

10.a

cholesterol, synteticky ceramid, kys.olejova v poméru 4:8:1(pfipraveno na
odparce),

voda (95%), po 6 cyklech na ultrazvukové lazni

v ozna¢eném kvadrantu, hned u stfedu kfize,

s polarizaénim krouZkem, obj.10

10.b

viz. preparat 10.a, obj20

11.a

cholesterol, pfirodni ceramid v poméru 1:1(pfipraveno na odparce),
voda 95%, po 6 cyklech na tfepacce,
v oznateném kvadrantu hned u stfedu kFfiZe,obj.10

11.b

viz. preparat 11.a, 0bj.20

12.a

cholesterol a voda (95%), po 6¢cyklech na tfepacce,
v oznaceném kvadrantu hned u stfedu kfize,
s polarizacnim krouzkem,obj.10
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12.b

viz. preparat 12.a, 0bj.20

13.a

cholesterol, synteticky ceramid v poméru1:1(pfipraveno na odparce), voda 95%,
po 6 cyklech na tifepacce,

v oznaCeném kvadrantu hned u stfedu kfiZe,

s polariza&nim krouzkem, obj.10,

pozn. vznikl tvrdy precipitat

13.b

viz. preparat 13.a, 0bj.20

14.a

cholesterol, synteticky ceramid, kys. olejova v poméru 4:8:1(pfipraveno na
odparce),

voda 95%, po 6 cyklech na tfepacce,

v oznaCeném kvadrantu hned u stfedu kfize,

s polarizaénim krouzkem, obj 10,

pozn. vznikl méné pevny precipitat

14.b

viz. preparat 14.a, 0bj.20

15.a

cholesterol, synteticky ceramid v poméru 1:5 (pfipraveno na odparce ), voda 95%,
po 12 cyklech na ultrazvukové lazni,

v ozna¢eném kvadrantu hned u stfedu kfize,

s polarizaénim krouzkem, obj.10

15.b

viz. preparat 15.a, 0bj.20
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kapce ultra Cisté vody

feny v

1.a Bezvody cholesterol rozet
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3.a Synteticky ceramid rozetfeny v kapce ultra gisté vody
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4.a SmEs cholesterolu a pfirodniho ceramid v poméru 1:1, rozetfeno v kapce ultra ¢isté vo
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5.a Smés cholesterolu a syntetického ceramidu v
'. - = £y wi
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6.a Smes cholesterolu, syntetického ceramidu, kyseliny olejové v poméru 4:8:1, rozetieno v kapce
ultra Ciste vody
g
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8

8.a Synteticky ceramid a voda ( 95%), po 12 cyklech na ultrazvukové lazni




9.a Smés cholesterolu a syntetického ceramidu v poméru 1:1, voda (95%), po 12 cyklech na
ultrazvuk \f‘é_léz_n'




10.a Sm¢s cholesterolu, syntetického ceramidu, kyseliny olejové v poméru 4:8:1, voda (95%), po 6
_clyklech na ultrazvukove lazni

T
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11.a Smés cholesterolu, pfirodniho ceramidu v poméru 1:1, v 6 cyklech na tfepacce

',‘O A ‘o s N .\ . 3 : ) \\)‘”' ohs o) ‘. : 15 @)




122

olesterol a voda (95%), po 6cyklech na tVFepaiéc
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:1, voda 95%, po 6 cyklech na tfepacce

13.a Smés cholesterolu, syntetického ceramidu v poméru
E e o

13.b
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14.a Smes cholesterolu, syntetického ceramidu, kyseliny olejové v poméru 4:8:1, voda 95%, po 6
klech na tfepae




po 12 cyklech na

1:5, voda 95%,

éru

syntetického ceramidu v pom

15.a Smeés cholesterolu,

ultrazvukove lazni
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3.6 Diskuze

3.6.1 Hodnoceni DSC zaznamu cholesterolu

Na grafu ¢.1 a), b) je hodnoceno chovani bezvodého cholesterolu. Pfi prvnim ohfevu
vzorku jsou na zdznamu viditelné dvé endotermni pfemény: polymorfni krystalicka pfeména
bezvodého cholesterolu pii teploté 45°C a pfeména z krystalické na kapalnou fazi pii teploté
151,1°C . U druhého ohfevu dochdzi k mirnému posunu pika k nizSim teplotdm, a to na
33,6°C a 150,1°C.

Na grafech ¢.2, 3, 4 hodnotime chovani hydratovaného cholesterolu. K hydrataci jsme
vyuzivali ultrazvukovou lazen (graf ¢.2, 3) nebo tfepacku (graf ¢.4). Vzorky se li§i nejen
pouzitym zplisobem hydratace, ale dulezitou roli zde hraje doba inkubace. Nebot’ vznik
cholesterolu monohydratu z bezvodého cholesterolu v nadbytku vody je také zavisly na dobé
stani vzorku. Na rozdil od DSC zaznamu bezvodého cholesterolu se u téchto vzorkd objevuji
pii prvnim ohfevu 3 az 4 endotermni piemény.

Na grafu ¢.2 a) je zaznam prvniho ohievu hydratovaného cholesterolu po 6 cyklech na
ultrazvukové lazni. Objevuji se zde 4 piky. Prvni pik je pfi teploté 77,4°C, kdy cholesterol
monohydrat ztrdci vodu a prechdzi polymorfni pfeménou na bezvody cholesterol (viz.
literatura 18). Druhy vyrazny pik je na zaznamu pii 102,8°C, tento pik se v jiné literatuie
nevyskytuje, krom¢ jedné studie (viz. literatura 18), kde se pfi méfeni samotného cholesterolu
a cholesterolu ve smésich rychlosti 2°C/min vyskytuje pfeména pii 96°C, a to u vzorka které
prosly rychlejsi inkubaci a za vysSich teplot. Mohlo by se jednat o dal$i formu cholesterolu
monohydratu, ktery ztraci vodu pii 102,8°C a pfeméinuje se na bezvody cholesterol. Tato
druha pfeména se stanim vzorku posouva k niz§im teplotam. Hodnota entalpie tohoto piku je
u vzorku po 6 cyklech hydratace na ultrazvukové lazni 35,300 J/g a po 12 cyklech na
ultrazvukové lazni se snizuje na 12,300 J/g. Ttreti pik je pfi teplot¢ 122,8°C, dochazi
k ptfechodu bezvodého cholesterolu v pfitomnosti nadbytku vody na fazi kapalnych krystalt
ve smektickém stavu. Faze kapalnych krystall je stabilni v teplotnim rozmezi od 122,8°C do
155,0°C. Ctvrtou pfeménou je tani cholesterolu a vznik kapaliny pii 155,0°C.

Na grafu ¢.2. b) je zdznam druhého ohfevu. Objevuji se zde 3 endotermni pfemény: pii
94,2 °C, mohlo by se jednat o pfeménu cholesterolu monohydratu na bezvody cholesterol, pfi
121,4°C dochézi k vytvoteni faze kapalnych krystald a pti 155,1°C cholesterol taje a méni se
na kapalinu. U v8ech nasledujicich vzorkd, liSicich se zptuisobem hydratace a dobou stani, jsou
U druhého ohfevu tyto 3 pfemény teplotné témét shodné (hodnoty teplot a tepel tani jsou
piehledné uvedeny v tabulce ¢.1, 2).

Na grafu ¢.3 a) je zaznam prvniho ohfevu hydratovaného cholesterolu po 12 cyklech na
ultrazvukové 1dzni. Objevuji se zde 4 piky. Ve srovnani se zdznamem prvniho ohfevu vzorku
hydratovaného cholesterolu po 6 cyklech na ultrazvukové lazni, doslo k posunu prvniho piku
na vyssi teplotu, a to ze 77,4°C na 81,3°C. Jedna se o uvolnéni vody z cholesterolu
monohydratu. Druha pfemeéna je pfi teploté 102,1°C, doslo u ni k vyraznému snizeni entalpie
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na 12,3 J/g. Tteti pik na zaznamu 122,4°C je pfeménou bezvodého cholesterolu na fazi
kapalnych krystalti. K tani a vzniku kapaliny dochazi pfti teploté 155,2°C.

Na grafu ¢.3 b) je zdznam druhého ohievu. Objevuji se zde 3 endotermni pfemény : pfi
94,0°C, pti 121,3°C a pii 155,3°C.

Na grafu ¢.3 d) je zaznam opétovného méteni vzorku ¢.3 hydratovaného cholesterolu po
12 cyklech na ultrazvukové lazni. Méfeni bylo provedeno po cca 5 mésicich stani
V uzavieném vysokotlakém kelimku. Vzorek byl vychlazen na vychozi teplotu -60°C, na
zdznamu prvniho ohfevu je vyrazny pik tani volné vody pii teploté 9,1°C, dalsi endotermni
piemény jsou teplotné srovnatelné s druhym ohievem vzorku €.3 na grafu ¢.3. b), a to prvni
pti 94,4°C, druha pti 121,1°C a tieti pii 155,2°C.

Na grafu ¢.4 a) je zdznam prvniho ohfevu hydratovaného cholesterolu po 6 cyklech na
tirepaCce. Vzorek byl zméfen po cca 11 mésicich stani ve vidlce pfi pokojové teploté. Vlivem
dlouhé doby inkubace pfi pokojové teploté se ndm na zdznamu objevuji pouze tfi endotermni
pfechody: pii 84,3°C dochazi k uvolnéni vody z cholesterolu monohydratu, pii 121,5°C
vznikd z bezvodého cholesterolu v nadbytku vody faze kapalnych krystalt a pii 154,6°C
cholesterol taje a méni se na kapalinu.

Na grafu ¢.4 b) je zdznam druhého ohfevu. Objevuji se zde také 3 piky, které se teplotné
téméf shoduji se zaznamy druhych ohfevli vzorkd, u nichZz byla k hydrataci cholesterolu
vyuzita ultrazvukova lazeil. Prvni pfeména je pii teploté 94,1°C , druhd pti 118,9°C a tieti pii
154,3°C . Teploty a tepla tani vzorka ¢.1-4 jsou uvedeny v tabulkach ¢.1, 2.

3.6.2 Hodnoceni DSC zdznamt syntetického ceramidu

Na grafech ¢.5 a), b) je zdznam syntetického ceramidu, u prvniho ohfevu vzorku se
objevuje jeden pik s T;87,0°C, u druhého ohtevu dochazi k mirnému sniZeni T na 82,4°C.

Na grafu ¢.6 je zaznam vzorku syntetického ceramidu s ultra ¢istou vodou po 6 cyklech
hydratace na ultrazvukové lazni. Na zdznamu je opéct viditelny jeden pik, jeho Ti se ve
srovnani s bezvodym syntetickym ceramidem posunula na niz§i hodnotu, a to pii prvnim
ohtevu na 84,3°C, pti druhém ohtevu na 75,3°C.

Na grafu ¢.7 je zdznam vzorku syntetického ceramidu s ultra ¢istou vodou po 12 cyklech
hydratace na ultrazvukové 1azni. Objevuje se zde jeden pik, béhem prvniho ohievu pii Ty
84,0°C, béhem druhého ohievu pii Ty 75,6°C.

Na grafech ¢.8 a), b) je srovnani vzorkil syntetického ceramidu s ultra ¢istou vodou po 6 a
12 cyklech hydratace na ultrazvukové 1dzni. Piky jsou teplotné shodné, zvySovani poctu cykla
hydratace nemé na DSC zaznam vyrazny vliv.

Na grafu ¢.9 a) je zaznam prvniho ohfevu opakovaného métfeni vzorku hydratovaného
syntetického ceramidu po 12 cyklech na ultrazvukové lazni, vzorek stal cca 5 mésici
vV uzavieném vysokotlakém kelimku pfi pokojové teploté. Méteni bylo provedeno s chlazeni
na vychozi teplotu -60°C. Na zaznamu se objevuje, jako prvni ostry pik tani volné vody pii
teplote 2,0°C. Druhy pik je protahly s pocatkem kolem 40°C a T; 68,8°C.
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Na grafu €.9 b) je zaznam druhého ohievu. Opét je zde ostry pik tani volné vody s T
1,4°C, druhy pik se rozpada na mensi protahlé piky v teplotni oblasti 30-80°C.

Dlouha doba inkubace vzorku za pokojové teploty ma vliv na DSC zaznam vzorku,
dochazi k posunu piku k niz§im teplotam. Teploty a tepla tani vzorkd ¢.5-7 jsou uvedeny
V tabulce ¢.3.

3.6.3 Hodnoceni DSC zdznamt smési cholesterolu a syntetického ceramidu

Na grafu ¢.10 je zdznam prvniho a druhého ohfevu smési cholesterolu a syntetického
ceramidu v poméru 1:1. Pfi prvnim ohfevu se objevuje endotermni pik pti T; 83,6°C. Tento
pik ma ostry néstup a postupné klesa v teplotnim rozmezi 100-145°C. Z ¢ehoz usuzujeme, ze
dochézi k interakci obou slozek, ale smés neni zcela homogenni. Na zdznamu druhého ohfevu
je viditelny naznak krystalizace pfi teploté 52,8°C, dochazi tedy pravdépodobné k vypadavani
cholesterolu ze smé&si. Cholesterol je schopen ve smésich vytvofit homogenni gelovou fazi jen
do urcitého mnozstvi, kdy dojde k jeho rozpusténi ve smeési. Presahneme-li toto mnozstvi,
dojde k vypadavani cistého krystalického cholesterolu (viz. literatura 31, 32). Druhy
endotermni pik se objevuje pii Tt 75,3°C a tfeti neostry endotermni pik na zdznamu je pii Ty
115,5°C.

Na grafu ¢.11 je zdznam prvniho a druhého ohfevu hydratované smési cholesterolu a
syntetického ceramidu v poméru 1:1 po 6 cyklech na ultrazvukové lazni. Béhem prvniho
ohfevu se objevuje jedna endotermni pfeména. Pik md maximum pii T; 74,1°C a pozvolna
klesa. U druhého ohfevu je na zaznamu opét ndznak krystalizace pii teplot¢ 49,0°C a
endotermni pik pii teploté 72,6°C. Hydrataci smési dochazi k posunu teplot na nizs§i hodnoty,
stale vSak nevznikd zcela homogenni smés.

Na grafu ¢.12 je zdznam prvniho a druhého ohfevu hydratované smési cholesterolu a
syntetického ceramidu v poméru 1:1 po 12 cyklech na ultrazvukové 1azni. Pfi prvnim ohfevu
je viditelny tahly pik v teplotnim rozmezi 71-78°C, pti druhém ohtevu dochézi ke krystalizaci
pii 52,3°C a nastupu endotermni pfemény s maximem pii Ty 73,4°C. ZvySovani poctu cykla
hydratace vzorku na ultrazvukové 1azni nema na posun hodnot teplot vyrazny vliv.

Na grafech ¢.13 a), b), ¢.14 a), b) je porovnani zdznaml vzorkd bezvodé smési,
hydratované smési po 6 a 12 cyklech na ultrazvukové lazni.

Na grafech €.15 a), b), ¢) jsou zaznamy hydratované smési cholesterolu a syntetického
ceramidu v poméru 1:1 po 6 cyklech na tiepacce. Vzorek byl zméfen po cca 11 mésicich stani
ve vidlce pii pokojové teploté. Béhem prvniho ohfevu se na zaznamu objevuje jeden ostry
endotermni pik s Ty 79,3°C. Stanim vzorku doSlo pravdépodobné k vytvofeni homogenni
hydratované smési. Pfi druhém ohfevu dochdzi k rozpadu piku na dva, jejich T;jsou 33,9°C a
¢. 8-11 jsou souhrnné uvedeny v tabulce ¢.4.

Na grafu ¢.16 je zdznam bezvodé smési cholesterolu a syntetického ceramidu v poméru
1:5. Béhem prvniho ohfevu je na zdznamu pouze jeden ostry pik pii Ti 84,1°C. Dalsi
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piemeéna, ktera by teplotné odpovidala tani cholesterolu, na zdznamu neni patrnd, z ¢ehoz
usuzujeme, ze se cholesterol ve smési rozpousti. Pfi druhém ohfevu je viditelny také jeden pik
pti Tt 76,0°C.

Na grafu ¢.17 je zdznam hydratované smeési cholesterolu a syntetického ceramidu
Vv poméru 1:5 po 6 cyklech na ultrazvukové lazni. Hydrataci smési dochéazi k posunu T
k niz§im hodnotam, pii prvnim ohfevu na 80,2°C, pti druhém ohifevu na 74,0°C.

Na grafu ¢.18 je zdznam hydratované smeési cholesterolu a syntetického ceramidu
Vv poméru 1:5 po 12 cyklech na ultrazvukové 1azni. Ty piku pfi prvnim ohievu je 81,1°C a pfi
druhém ohtfevu 74,0°C. ZvySovani poctu cykli hydratace na ultrazvukové lazni, nema na
DSC zaznam vyrazny vliv.

Na grafu ¢.19 je zdznam opakovaného méfeni vzorku hydratované smési cholesterolu a
syntetického ceramidu v poméru 1:5 po 12 cyklech na ultrazvukové lazni, vzorek stal cca 5
mésic v uzavieném vysokotlakém kelimku pii pokojové teploté. Méteni je provedeno S
chlazenim na vychozi teplotu -60°C. Béhem prvniho ohfevu je na zdznamu vyrazny pik tani
volné vody pfi teploté 3,4°C a pii teploté 66,1°C dochazi k tani hydratované smési. Behem
druhého ohfevu taje volnd voda pii teploté 2,5°C a dals$i vyrazny pik se zde neobjevuje.
Stanim vzorku pfi pokojové teplot¢ doSlo k vyraznéjSimu posunu na nizs$i teplotu tani
hydratované smési béhem prvniho ohfevu.

Na grafech ¢.20 a), b) je porovnani zdznamu vzorku bezvodé smési a vzorkl hydratované
smési. Kalorimetrické charakteristiky jsou uvedeny v tabulce €.5.

Na grafech €. 21, 22, 23 je srovnani zaznami smési cholesterolu a syntetického ceramidu
v poméru 1:1 al:5.

3.6.4 Hodnoceni DSC zaznamil smési cholesterolu, syntetického ceramidu a kyseliny
olejové

Na grafu ¢€.24 je zdznam bezvodé smési cholesterolu, syntetického ceramidu a kyseliny
olejové v poméru 4:8:1. Béhem prvniho ohievu se objevuje jeden vyrazny pik pii Ty 80,8°C,
pii1 druhém ohfevu dochézi k rozpadu tohoto piku v teplotni oblasti od 30-85°C.

Na grafu ¢.25 je zdznam hydratované smési cholesterolu, syntetického ceramidu a
kyseliny olejové v pomé&ru 4:8:1 po 6 cyklech na ultrazvukové 14zni. Pfi prvnim ohfevu je na
zaznamu viditelny protahly pik s maximem T; 76,8°C a ostry pik s Ty 104°C, tento pik pti
druhém ohfevu na zdznamu chybi. Béhem druhého ohfevu se objevuje pouze protahly pik
V teplotnim rozmezi 60-70°C. Na grafu ¢.26 je srovnani bezvodého a hydratované¢ho vzorku.

Na grafu ¢.27 je zdznam hydratované smési cholesterolu, syntetického ceramidu a
kyseliny olejové v poméru 4:8:1 po 6 cyklech na tiepacce. Vzorek byl zméten po cca 11
mésicich stani ve vidlce pii pokojové teploté. Na zdznamu prvniho ohfevu je pouze jedna
endotermni pfemeéna pii teploté 77,7°C. Dlouhou dobou inkubace se pravdépodobné vytvoftila
homogenni smés. Béhem druhého ohievu se pik rozpada na dva s T;34,0°C a 62,9°C.

87



Na zadném ze zdznami se neobjevuje pik v teplotnim rozmezi tani cholesterolu, z ¢ehoz
usuzujeme, ze se cholesterol ve smeési rozpousti. Kalorimetrické charakteristiky vzorkt ¢.15-
17 jsou uvedeny v tabulce ¢.6.

3.6.5 Makroskopické hodnoceni vzorki

S vyuzitim digitdlniho fotoaparatu jsme zachytili vzhled vzorkti ve vidlkdch béhem
jednotlivych cykli hydratace. K hydrataci jsme vyuzivali ultrazvukovou lazen a jako druhou
variantu tfepacku. Jeden cyklus hydratace vzorku tvofi tii Casti, a to zahfivani vzorku na
vodni 1azni po dobu 20 minut pii maximalni teploté¢ 80°C, umisténi vzorku na 20 minut do
ultrazvukové 14zné nebo na tfepacku a stani vzorku pii pokojové teploté po dobu 20 minut.

a) Makroskopické hodnoceni vzhledu vzorktt po jednotlivych cyklech hydratace
S vyuzitim ultrazvukové 1azné

Vzorky €.1-4 byly navazeny do vialek, k pevnym latkam a smésim bylo dovazeno 95%
vody a takto pfipravené¢ vzorky jsme podrobili dvanacti cyklim hydratace s vyuzitim
ultrazvukové lazné.

Vzorek €.1 obsahuje cholesterol a ultra ¢istou vodu, jeho vzhled se béhem dvanacti cykla
nezménil, na pohled byly stéle patrné shluky krystalii cholesterolu rozptylené ve vode.

Vzorek ¢.2 obsahuje synteticky ceramid s ultra Cistou vodou, hned po prvnim cyklu
hydratace se vytvofil pomérn¢ pevny precipitdt a jeho vzhled se dale jednotlivymi cykly
neménil, ve vode po jednotlivych cyklech vznikal mlécny zakal.

Vzorek ¢.3 obsahuje smés cholesterolu, syntetického ceramidu v poméru 1:5 a ultra ¢istou
vodu, vzorek ¢.4 obsahuje smés cholesterolu, syntetického ceramidu v poméru 1:1 a ultra
Cistou vodu, u téchto vzorki se také hned po prvnim cyklu hydratace vytvaii pomérné pevny
precipitat, jehoz vzhled se dale jednotlivymi cykly neménil, ve vod¢ se po jednotlivych
cyklech tvotil mlécny zékal.

Vzorek ¢.5 obsahuje cholesterol, synteticky ceramid, kyselinu olejovou v poméru 4:8:1 a
ultra Cistou voda. Na vyfezech 1.-3. jsou zachyceny ctyii cykly hydratace. Vzhled vzorku se
méni od navéazeni, kdy jsou ve vidlce patrné jednotlivé shluky smési, a postupné se
S pfibyvajicimi cykly vytvafi precipitat a mlécny zékal vody.

b) Makroskopické hodnoceni vzhledu vzorkli po jednotlivych cyklech hydratace
S vyuzitim tfepacky

Vzorky €.6-9 byly navazeny do vidlek, k pevnym latkdm a smésim bylo dovaZeno 95%
vody a takto pfipravené vzorky jsme podrobili Sesti cyklim hydratace s vyuzitim tfepacky.

Vzorek ¢.6 obsahuje cholesterol, pfirodni ceramid v poméru 1:1 a ultra ¢istou vodu. Na
fotografiich je jeden cyklus hydratace, postupné se ve vidlce tvoii mlécny zakal.
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Vzorek €.7 obsahuje cholesterol, synteticky ceramid v poméru 1:1 a ultra ¢istou vodu. Na
fotografiich je jeden cyklus hydratace, ve vidlce vznikd precipitdit a mnohem slab$i mlécny
zékal nez u vzorku €.6.

Vzorek €.8 obsahuje cholesterol, synteticky ceramid, kyselinu olejovou v poméru 4:8:1 a
ultra ¢istou vodu. Po prvnim cyklu hydratace se vytvari precipitat a velmi slaby mlécny zékal.
Porovname-li vyfez stejného cyklu hydratace s vyuzitim ultrazvukové 14zné u vzorku ¢.5, je
mlécny zédkal mnohem intenzivnéjsi nez u vzorku €.8, kde byla k hydrataci vyuzita tiepacka.

Vzorek ¢.9 obsahuje cholesterol a ultra ¢istou vodu. Vzhled vzorku se po prvnim cyklu
hydratace nezménil, nevznika precipitat, ve vialce jsou stale patrné jednotlivé shluky krystalt
cholesterolu ve vodé.

3.6.6 Hodnoceni mikroskopickych preparatt

Mikroskopické preparaty jsme piipravovali dvéma zptisoby, a to rozetienim pevné latky
nebo smési v kapce ultra Cisté vody nebo odebranim vzorku z vidlky, v niz vzorky prodélaly

hydrataci.

a) Hodnoceni pevnych latek nebo smési rozetfenych v kapce ultra ¢isté vody

Jedna se o preparaty:
¢.1 cholesterol - na snimku je krystal cholesterolu
¢.2 ptirodni ceramid — na snimku jsou viditelné jednotlivé tyCinky
¢.3 synteticky ceramid — na rozdil od pfirodniho ceramidu netvofi jednotlivé tyc€inky, ale
vidime neodd¢lené shluky
¢.4 smés cholesterolu a pfirodniho ceramidu v poméru 1:1 — na snimku nejsou viditelné
krystaly cholesterolu, doSlo pravidelnému uspoiadani obou slozek do kulovitych tatvar
¢.5 smés cholesterolu a syntetického ceramidu v poméru 1:1 — také zde nejsou krystaly
cholesterolu a vytvaii se kulovité shluky obou slozek
¢.6 smé&s cholesterolu, syntetického ceramidu a kyseliny olejové v pomé&ru 4:8:1 — ani u této

smési nejsou krystaly cholesterolu a vSechny slozky tvoii drobnéj$i shluky .

b) Hodnoceni vzorkd podrobenych hydrataci
Jedna se o preparaty :
¢.7 cholesterol a voda po 12 cyklech hydratace na ultrazvukové lazni — na snimku jsou patrné

krystaly cholesterolu rozbité ultrazvukem

89



¢.8 synteticky ceramid a voda po 12 cyklech hydratace na ultrazvukové lazni — snimek je
témet shodny s preparatem ¢.3, ultrazvuk tedy nemél na vzhled syntetického ceramidu vliv

¢.9 smés cholesterolu, syntetického ceramidu v poméru 1:1 a vody po 12 cyklech hydratace
na ultrazvukové lazni — porovname-li tento snimek s preparatem ¢.5, vidime , ze ultrazvuk
rozbil velké shluky smési na drobng&jsi shluky kulovitého tvaru

¢.10 smés cholesterolu, syntetického ceramidu, kyseliny olejové v poméru 4:8:1 a vody po 6
cyklech hydratace na ultrazvukové 1azni — porovname-li tento snimek s preparatem ¢.6,
vidime ze ultrazvuk rozbil smés na velmi drobné shluky

¢.11 smés cholesterolu, piirodniho ceramidu v poméru 1:1 a vody po 6 cyklech hydratace na
trepaCce — na snimku jsou porovnatelné kulovité utvary jako u vzorku ¢.4

¢.12 cholesterol a voda po 6 cyklech hydratace na tfepacce — na snimku jsou krystaly
cholesterolu, tfepacka nezptisobila jejich rozbiti

¢.13 smés cholesterolu, syntetického ceramidu v poméru 1:1 a vody po 6 cyklech hydratace
na tfepac¢ce — na snimku jsou porovnatelné shluky smési jako u preparatu ¢.5, tiepacka tedy
nerozbila shluky na drobné;jsi

¢.14 smés cholesterolu, syntetického ceramidu, kyseliny olejové v poméru 4:8:1 a vody po 6
cyklech hydratace na tiepacce — tfepacka nerozbila shluky smési na tak drobné ttvary jako u
preparatu ¢.10

¢.15 smés cholesterolu, syntetického ceramidu v poméru 1:5 a vody po 12 cyklech hydratace
na ultrazvukové lazni — u tohoto vzorku se vytvotily kulovité tvary, porovname-li je se
vzorkem ¢.9, ktery se 1i§i pouze pomérem obou slozek vzorku, vidime Ze ultrazvuk nerozbil

kulovité utvary na tak drobné shluky
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4. Zavér

4.1 DSC

1. Bezvody cholesterol ma pfi ohfevu vzorku na DSC zdznamech 2 endotermni pfemény.
P1i teploté kolem 40°C dochdzi k polymorfni krystalické pteméné bezvodého cholesterolu a
kolem teploty 151°C cholesterol taje a méni se na kapalinu.

2. U vzorkl hydratovaného cholesterolu, u nichz byla pouzita ultrazvukova lazen, se na
zdznamu prvniho ohfevu objevuji 4 endotermni piky. Prvni a druhy pik se k sob¢ vlivem delsi
doby inkubace vzorku teplotné ptiblizuji. D4 se predpokladat, ze prodlouzenim doby inkubace
za pokojové teploty by doslo ke slouceni obou pikli v jeden. ZvySovani pocta cyklt hydratace
nema na vzorek vyrazny vliv.

3. U vzorku hydratovaného cholesterolu, u které¢ho byla vyuZita tfepacka, se objevuji
béhem prvniho ohievu pouze 3 endotermni piremény. Pii teplot¢ 84,3°C cholesterol
monohydrat ztraci vodu a ptechazi polymorfni pfeménou na bezvody cholesterol, pii teploté
121,5°C dochézi k prechodu bezvodého cholesterolu v pfitomnosti nadbytku vody na fazi
kapalnych krystali ve smektickém stavu, k tani a ke vzniku kapaliny dochazi pii teploté
154,6°C. Vzorek byl méfen po cca 11 mésicich inkubace pii pokojové teploté.

4. Na zaznamech druhého ohfevu vzorkli hydratovaného cholesterolu, liSicich se
zpusobem hydratace i dobou inkubace, se objevuji 3 endotermni piemény, které jsou teplotné
témét shodné. Prvni pik je pfi teploté 94°C, druhy pik pti ~120°C a treti pii ~155°C.

5. Na DSC ziznamu ohfevu bezvodého syntetického ceramidu se objevuje jeden
endotermni pik. Vlivem hydratace vzorku dochazi pfi ohfevu k posunu piku k niZSim
teplotdm. Zaznamy vzorku po 6 cyklech a po 12 cyklech hydratace na ultrazvukové 1azni,
jsou teplotné totozné. ZvySovani poctu cyklii hydratace nemé tedy na DSC zadznam vyrazny
vliv.

6. Cholesterol je schopen ve smésich vytvofit homogenni gelovou fazi jen do urcitého
mnozstvi, kdy dojde k jeho rozpusténi ve smési. Presdhneme-li toto mnoZstvi, dojde
k vypadavani ¢istého krystalického cholesterolu.

Vypadavani cholesterolu ze smési se nam na DSC zdznamech objevuje u bezvodé 1
hydratované smési cholesterolu a syntetického ceramidu v poméru 1:1.

Na DSC zédznamech vzorkd smési cholesterolu a syntetického ceramidu v poméru 1:5 se
objevuje pouze jeden endotermni pik, coZ svédc¢i o rozpousténi cholesterolu ve smeési.

Hydrataci smési dochdzi k posunu teplot tani na niz8i hodnoty, avSak zvySovani poctu
cykll hydratace na ultrazvukoveé 1azni nema na DSC zdznam vyrazny vliv.
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7. Cholesterol se v bezvodé i hydratované smési cholesterolu, syntetického ceramidu a
kyseliny olejové v poméru 4:8:1 rozpousti, na DSC zdznamech se neobjevuje pik v teplotnim
rozmezi tani cholesterolu. K vytvofeni homogenni hydratované smési dochazi pravdépodobné
dlouhou dobou inkubace pti pokojové teploté, kdy na zdznamu prvniho ohievu je viditelna
pouze jedna endotermni pfemeéna.

4.2 Makroskopicky vzhled vzorka

1. Ve vialkéch, v nichz je obsazen cholesterol v nadbytku vody, ztistavaji po jednotlivych
cyklech hydratace s vyuzitim ultrazvukové 1azn€ nebo tiepacky shluky krystald rozptylené ve
vodé. U vsSech ostatnich vzorkii se hned po prvnim cyklu hydratace vytvari precipitat a
postupné i rizn¢ intenzivni mléény zdkal vody.

2. U vzorki, kde jsme pouZzivali k hydrataci ultrazvukovou lazen je mlé¢ny zakal vody
intenzivnéjsi. Dalsi zvySovani poctu cyklid hydratace nemd na makroskopicky vzhled vzorki
vyrazny vliv.

4.3 Mikroskopické preparaty

1. Na mikroskopickém preparatu bezvodého cholesterolu jsou viditelné jednotlivé krystaly
ve tvaru plochych desti¢ek, u vzorku ptfirodniho ceramidu jsou patrné jednotlivé tyCinky,

avSak synteticky ceramid tvoii neoddélené shluky.

2. U vzorkli bezvodych i hydratovanych smési, v nichz je obsazen cholesterol, vidime
pomérné¢ pravidelné kulovité utvary tvofené slozkami smési, chybi zde krystaly
cholesterolu.Ve smésich tedy dochazi k rozpusténi cholesterolu, coz ndm potvrzuji i DSC

zadznamy.
3. Ultrazvukova lazen pouZzitd na hydrataci vzorkid rozbiji krystaly a kulovité shluky na

mensi Gtvary. Vhodngjsi variantou hydratace vzorku je tedy pomoci tiepacky, ktera velikost

¢astic neovliviiuje.
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